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IT RESUMEN

Se ha propuesto al ion cobre como modulador endégeno de la actividad neuronal con base en las
siguientes observaciones: el exceso y déficit del metal estd relacionado a enfermedades
neurodegenerativas, sus concentraciones en el cerebro son elevadas respecto al resto del organismo,
existe la maquinaria bioquimica que acumula cobre en vesiculas y evidencia de su liberacién en
terminales sindpticos dependiente de despolarizacion y calcio. Ademas, se ha reportado en diversos
sistemas que el cobre modula canales de membrana y receptores ionotrépicos. Se ha visto que el
cobre en concentraciones nanomolares afecta las propiedades intrinsecas de la neurona y aumenta

kY

su excitabilidad en un contexto de red neuronal.

Por ofra parte, en rebanadas de hipocampo de ratas se ha detectado que el cobre débilmente
ligado disminuye en algunas regiones entre los 20 y 60 dias. También se ha observado que la

expresion de la enzima que acumula cobre en vesiculas disminuye con la edad.

En este trabajo quise establecer si la respuesta de la actividad neuronal frente al cobre agregado
disminuye junto con la edad de la rata y la reduccién del cobre disponible asociada. Para ello medi
la tasa de descarga espontinea de potenciales de accidn en la regién CAl de rebanadas agudas de
hipocampo de ratas de 20 y 60 dfas, en ansencia y presencia de cobre. Observé que la distribucién
de las tasas de descargas basales no se ven afectadas por la edad del animal, que 0,05 pM de cobre

induce disminucién de la tasa de descarga en ratas de 60 y no en ratas de 20 dias, mientras que 10

uM de cobre induce un aumento de la tasa de descarga en ratas de 20 y no en ratas de 60 dias.




III ABSTRACT

Copper has been proposed as an endogenous neural activity modulator based on the following
observations: excess and deficit of this metal is related to neurodegenerative diseases, brain
concentration is relatively higher than the remaining organism, there exist a biochemical machinery
that allows the production of copper-containing vesicles, and there’s evidence of release of those
vesicles in a calcium and depolarization-dependent way. Furthermore, it has been studied in diverse
biological systems that copper modulate some membrane channels and ionotropic receptors. It has
been seen that nanomolar copper concentration affects neuronal intrinsic properties and raise neuron

excitability in a neural web context.

On the other hand, loosely bound copper has been detected in rat hippocampal slices, noticing
that it decreases in some sub regions between 20 and 60 days. It has also been determined that the

vesicle copper charging-enzyme decreases its expression with age.

In this work, I’ve tried to asses if there’s a neuronal-activity copper response switch in neurons
concomitant to the diminished copper levels through rat age. To asses this I’ve measured the
spontaneous action potential rate in the CAl region of hippocampal slices in copper absence and
presence in 20 and 60 days old rats. I've observed that basal rate distribution wasn’t affected by age
reduction of available copper, that 0.05 pM added copper decreased the rate at 60 but not at 20

days, while 10 pM augmented the rates at 20 but not at 60 days old rats.




IV INTRODUCCION

IV.1 EL COBRE ES UN METAL TRAZA ESENCIAL PARA LA VIDA

El jon cobre transita facilmente de su estado oxidado (Cu**) al estado reducido (Cu®) y participa
en muchos procesos en los organismos aerdbicos, tales como la respiracion celular mitocondrial y la
proteccion frente a radicales libres. Varias enzimas como la citocromo C oxidasa (CCO) y la
superdxido dismutasa de cobre-zinc {SOD1) contienen cobre en su niicleo reactivo. En algunos
tipos celulares de mamiferos el cobre conforma un grupo prostético, como en la dopamina -
monooxigenasa (DPH) que participa en la via sintética del neurotransmisor norepinefrina (Lutsenko

y cols., 2010).

Dada su extrema reactividad, el cobre, y también el hierro, catalizan la produccién del radical
superdxido a partir del peréxido de hidrégeno (Uriu-Adams y Keen, 2005), este producto dafia
agresivamente a las proteinas, membranas y dcidos nucleicos. Esto impuso una fuerte presion
selectiva sobre la evolucién de mecanismos regiladores de las concentraciones de cobre y hierro, en
particular, en los niveles de conceniracidén traza del cobre. A nivel de organismo, el cobre se
absorbe desde la dieta y se distribuye a través de la sangre, conjugado en proteinas como la
ceruloplasmina. El exceso plasmatico de cobre se incorpora en las células hepaticas v se secreta al

intestino junto a las sales biliares (Zatta y Frank, 2007).




A nivel celular, la regulacién de cobre ocurre en una red de incorporacion, conjugacion,
transporte y excrecién imbricada. Componentes de esta red son el transportador de cobre CTRI, las
metalotioneinas que son péptidos que se conjugan débilmente a los metales y las métalo-chaperonas
de las que menciono tres: chaperona de cobre para la SODI (CCS), chaperona de cobre para la
CCO (COX17) y atox], que actiia como sensor de la concentracién de cobre intracelular y que
c}irige al cobre hacia una bomba de cobre dependiente de ATP (ATP7A o ATP7B, dependiendo del
tipo celular), la cual se ubica en la membrana de vesiculas de la via exocitica. En el lumen de estas
vesiculas residen otras cuproenzimas como SOD3, que es una superdxido dismutasa extracelular,
peptidilglicil c~aminomonooxigenasa y DBH, ambas en la via sintética de derivados de Ia tirosina
(Lutsenko y cols., 2010). El cobre se transporta en un gradiente de afinidad creciente, desde que es
incorporado a la célula por CTR1, hasta las cuproenzimas finales (Banci y cols., 2010). Esto revela

los delicados mecanismos involucrados en la homeostasis del cobre,

De manera funcional, distinguiré entre dos tipos de cobre intracelular, el que esta fuertemente
unido a las cuproenzimas y el que estd débilmente ligado a las metalotioneinas y métalo-

chaperonas.
IV.2 COBRE TIENE UN ROL EN ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

De acuerdo a lo descrito, todas las células de mamiferos contienen cobre, pero por sobre este
cobre basal, algunos drganos como el higado, cerebro y rifiones contienen concentraciones mucho
maés altas de este ion. En las distintas regiones del cerebro la cantidad de cobre total es heterogénea,
cerebelo, hipocampo y bulbo olfatorio tienen relativamente mas cobre que otras regiones y esta
cantidad varia con el desarrollo (Tarohda y cols., 2004). Ademas, la pérdida de la homeostasis del

cobre intracelular produce en humanos enfermedades con sintomas de alteraciones neurolégicas.

La disfuncién de la ATPasa de cobre ATP7B, que se expresa en la cara apical del epitelio de la

vesicula biliar, impide la correcta secrecion del cobre hacia Ias sales biliares, la que normalmente se




vacia en el intestino y finalmente se excreta. A causa de esto el cobre se acumula sistémicamente,
particularmente en el higado, cerebro y rifiones. Al mismo tiempo aparecen sintomas

parkinsonianos y retardo mental. Esta condicién se llama enfermedad de Wilson

En la enfermedad de Menkes, la ATP7A, que normalmente se moviliza hacia la membrana
basolateral de los enterocitos, es disfuncional, lo que reduce la absorcion del cobre desde el
intestino al plasma sanguineo. Esto se traduce en una escasez de cobre en todo el organismo y los

afectados mueren por dafio neurodegenerativo en el periodo perinatal (Kaler, 2011).

IV.3 EVIDENCIAS DEL COBRE COMO POSIBLE MODULADOR DE LA ACTIVIDAD

NEURONAL

Los niveles elevados de cobre en regiones del cerebro, sumado a las enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con la desregulacion de la disponibilidad del cobre, sugieren que
este metal podria ser un modulador endégeno de la actividad eléctrica del cerebro. Otras evidencias

que apoyan esta hipdtesis son:
IV.3.1 LIBERACION DE COBRE SINAPTICO

Hartter y Barnea (1988) y Kardos y cols. (1989) observaron un fenémeno con caracteristicas de
liberacién sindptica de cobre. En ambos trabajos usaron cobre radiomarcado (’Cu) que fué pre
incubado en terminales sindpticos de hipotdlamo y corteza neuronal, respectivamente y estimularon
la despolarizacién de la membrana con aumentos de la concentracion de potasio (KCl 60 y 50 mM,

respectivamente).

Hopt y cols. (2003) estimaron que el cobre liberado en el espacio inter sindptico alcanza
concentraciones del orden 15 pM. Para ello sintetizaron una molécula que emite fluorescencia en

funcién de la concentracién de Cu*? y la utilizaron para medir liberacion de cobre débilmente ligado



en una preparacién de sinaptosomas de hipocampo de ratén expuesta a un pulso de potasio

extracelular.

Usando inmunocitoquimica, Schlief y cols. (2005) infirieron la existencia de vesiculas con
contenido de cobre débilmente ligado susceptible de ser liberado por la estimulacion con glutamato,
a partir de la ubicacidn sub-celular de la ATP7A en cultivo de rebanada de hipocampo de ratén.
Observaron que relocaliza desde la red trans Golgi hacia regiones perinucleares en funcion de la
activacion del receptor de N-metil-D-Aspartato (NMDA), uno de los dos receptores ionotrdpicos de
la sinapsis glutamatérgica del hipocampo. Esta liberacién ocurrirfa alrededor del soma de las

neuronas.
1V.3.2 CONDUCTANCIAS DE NEURONAS MODULADAS POR COBRE

Cobre inhibe al 50% de los canales de calcio dependientes de potencial (VGCC) con una

concentracion (ICsp) de 0,92 pM en células disociadas de corteza piriforme (Castelli y cols. 2003)

Se ha reportado que canales de potasio de fuga que son modulados por cobre: el canal TREK-1
es activado en un 83% con una ECs; de 3,0 pM y el canal TASK-3 es casi completamente inhibido

con una ICsq de 2,7 uM (Gruss y cols., 2004).

Adicionalmente se ha mostrado que el cobre afecta receptores ionotrdpicos en neuronas. Entre
elios hay evidencia de que los receptores inotrépicos de dcido y~aminobutirico (GABA, GABAs-R)
de neuronas disociadas de cerebelo son inhibidos en un 68% con una ICsy de 0,035 pM (Sharonova
y cols,, 1998). También los receptores de glutamato tipo acido a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazol propidnico (AMPA, AMPA-R) (Weiser & Wienrich, 1996) y tipo NMDA-R (Vlachova y
cols,, 1996) son inhibidos con ICs de 4,03 pM (observado en cultivo de neuronas corticales
disociadas de rata) y 0,27 pM (observado en cultivo de neuronas hipocampales disociadas de rata),

respectivamente.




En el Laboratorio de Fisiologfa Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile se
estudia la hipétesis que propone que el cobre es un modulador enddgeno de la actividad neuronal.
Una de las primeras aproximaciones usadas ha sido estudiar la tasa de descarga de potenciales de
accion espontineos en epitelio olfatorio de Caudiververa caudiververa (Aedo y cols., 2007). En un
epitelio sensorial carente de sinapsis, los tinicos blancos moleculares del cobre posibles son los
canales idnicos de sodio, de calcio y de potasio dependientes de potencial y/o de calcio. Los
resultados muestran que el cobre en el rango nanomolar aumenta la tasa de disparo de potenciales
de accion y en el rango micromolar disminuye la frecuencia de disparo. Comparando Ia cinética de
las corrientes de sodio en registros de célula tnica y bloqueando los canales de potasio con cesio se
determin6 que el canal de sodio dependiente de potencial es responsable del aumento de la

frecuencia de potenciales de accidn.
IV.3.3 EFECTOS DE COBRE SOBRE UNA RED NEURAL

Si el cobre fuera un modulador endégeno de la actividad neuronal seria interesante dilucidar si,
ademds de incidir en las propiedades de excitabilidad de membrana, pudiera modular las sinapsis
dentro de una red neuronal. Un modelo de red neuronal clasico es la rebanada de hipocampo, que es
una regién del cerebro de mamiferos involucrado en la formacién de memoria y la ubicacién

espacial. Un diagrama simplificado de la red neuronal se presenta en la Fig, 1
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Figura 1. Red neural glutamatérgica del hipocampo (modificado de Deng y cols., 2010). La
mayor cantidad de entradas sinapticas al hipocampo provienen de la capa 1I de la corteza entorrinal
(EC) a través de la via perforante (LPP y MPP). Las células granulares del giro dentado reciben
estas sinapsis y proyectan sus axones (fibras musgosas) a las neuronas piramidales de la regién
CA3. A su vez, las piramidales del CA3 proyectan un axén colateral (colaterales de schaffer) de
vuelta a la corteza entorrinal y hacia las neuronas piramidales del CAl, esta sinapsis es
glutamatérgica y excitatoria. La organizacion de las regiones CA3 y CAl estd referida a la
morfologia de las neuronas piramidales y se distinguen 4 capas: stratwm lacunosum moleculare
(SLM), stratum radiatum (SR), stratum piramidale (SP) y stratum oriens (SO). Los somas de las
neuronas piramidales yacen en el SP y reciben principalmente sinapsis inhibitorias. Las dendritas
apicales se alinean en el SR y tienen una baja densidad de espinas dendriticas. La regién mas distal
de la dendrita apical se denomina “dendrite apical tuft”, define la capa SLM y posee una alta
densidad de espinas dendriticas. Las dendritas basales se ordenan en el SO, en esta capa también
existen sinapsis axo-axdnicas inhibitorias (Megias y cols., 2001).

Al CAl confluyen axones desde CA3, la corteza entorrinal, el talamo y la amigdala, ademas de
una quincena de tipos de interneuronas locales involucradas en la modulacion del rol integrador de
las neuronas piramidales. Uno de los mecanismos de modulacién que se ha descrito es el “feed-
forward inhibitorio”, en que las interneuronas llamadas “Oriens-Lacunosum Moleculare” reciben
entradas sinapticas del CA3 e inhiben por activacion del receptor de GABA a la célula piramidal en
el stratum oriens (Klausberger y Somogyi, 2008).

Usando el modelo de rebanada aguda de hipocampo, que conserva buena parte de las vias
sindpticas locales del hipocampo, se ha observado que ocuire un aumento en la frecuencia de
disparo de potenciales de accion espontineos al agregar cobre nanomolar (0,01 pM) al bafio

(Maureira y Cols. en revisién para publicacién).




IV.4 DIFERENCIAS EN LA DISPONIBILIDAD DE COBRE CON LA EDAD

Los niveles de expresién de la ATP7A en hipocampo de ratén alcanzan un méximo en el cuarto

dia postnatal y desde ese estadio la expresion disminuye (Niciu y cols., 2006).

Se estudid los niveles de cobre en distintas subregiones del hipocampo de rata, utilizando una
tincidn, que permite detectar cobre débilmente ligado, se encontr6é que la marca de cobre es mas
intensa en el sratum piramidale de la regién CAl en ratas de 20 dias postnatal que en ratas de 60

dias (Diaz, M.J., comunicacion personal).

En resumen, existe evidencia que sugiere que el cobre modula la excitabilidad neuronal en un
contexto de red, sin embargo, sus efectos se han estudiado principalmente en modelos de expresidn
heteréloga y en cultivos de células disociadas de distintas regiones cerebrales. Se ha estudiado con

menos frecuencia en rebanadas aguda de hipocampo, y en general, usando animales jévenes,

A raiz de que la cantidad de cobre débilmente ligado en el stratum piramidale del CAl de
hipocampo de rata disminuye y que se ha observado que la adicién de cobre en concentraciones
nanomolares aumenta la tasa de descarga de potenciales de accion espontineos en el CAl de

hipocampo de ratas de 20 dias, planteo la siguiente hipdtesis:
IV.S HIPOTESIS

El aumento de la tasa de disparo de potenciales de accidn inducido por cobre exdgeno que ocurre
en ratas de 20 dias es mayor que el aumento de la tasa de disparo inducido por cobre exégeno en

ratas de 60 dias.
IV.6 OBJETIVO GENERAL

Establecer si existe diferencia en la modulacidn de la excitabilidad por cobre en el modelo
“actividad espontinea en rebanada aguda de hipocampo de rata” entre ratas de 20 y 60 dias

postnatal.
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IV.7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.- Caracterizar la tasa de descarga de potenciales de accion espontineos en CAl de ratas de 60

dias. Compararlo con la tasa de descarga en rebanada de ratas de 20 dias.

b.- Estudiar y comparar la respuesta a cobre en la tasa de descarga de potenciales de accion

espontaneos en rebanadas de hipocampo obtenidas de ratas de 20 y 60 dias postnatal.
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V MATERIALES Y METODOS

V.1 PREPARACION DE REBANADA AGUDA DE HIPOCAMPO DE RATA

En esta investigacién se usaron ratas Sprague-Dawley macho, divididas en dos grupos: de 18 a
23 dias y de 60 a 72 dias de edad. Los animales fueron obtenidos del vivero de la Faculiad de
Ciencias de la Pontificia Universidad Catélica de Chile y mantenidas en las instalaciones de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile en un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas y
comida y agua ad libitum. Los procedimientos con animales han sido autorizados por la Comision

de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
Las rebanadas de hipocampo se obtienen usando el procedimiento descrito a continnacidn:

Todos los elementos quirtirgicos son enfriados previamente en una bandeja con hielo. La rata es
anestesiada en una cidmara con éter hasta la pérdida del tono muscular usando como criterio Ia cola
flécida. Se sacrifica la rata por decapitacién con una tijera quirtirgica. Con una segunda tijera se
desuella la cabeza, desde posterior hasta Ia nariz y se realizan cortes diagonales del craneo desde el
remanente de espina dorsal. Usando una tijera delgada se expone el cerebro cortando a fravés del
septum medial del craneo. Usando una pinza de punta curva se desprende el cerebro del craneo y se

levanta el hueso parietal, primero el izquierdo, luego el derecho, trizando 1a fusién con el hueso

frontal. Se extrae el cerebro con una espétula de bordes suavizados, separando los nervios faciales




™
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(el bulbo olfatorio suele quedar en el craneo). Se enfria el cerebro en un vaso precipitado de 150 ml
que contiene 125 mi de solucién de diseccion burbujeada con oxigeno/dioxido de carbono (02/CO;)
95%/5%, cuya composicidn en mM es: sacarosa 206; bicarbonato de sodio (NaHCQ;) 25; glucosa
10; cloruro de potasio (KCl) 2,5; sulfato de Magnesio (MgSO,) 2; fosfato acido de sodio
(NaH,POQ,) 1,25; cloruro de calcio (CaCly) 1; cloruro de magnesio (MgCl) 1, el pH de la solucién
se ajusta a 7,4 al ser burbujeado con esa concentracién de CO,. Esta solucidn fue enfriada
previamente por aproximadamente 25 min a -20°C, quedando en una mezcla de agua-aguanieve. El
tiempo ideal que toma esta operacion es de 2 min. El cerebro permanece en esta solucién durante un
minuto, protegido del burbujeo con una cuchara plastica. Luego se traslada con la misma cuchara a
una placa Petri de 35 mm de didgmetro con un cuadrado de papel filtro en el fondo, Mediante un
cuchillo de rebanador se realizan 4 cortes: corte coronal apartando la corteza anterior, usando como
referencia una vena caracteristica sobre el I6bulo temporal, dos cortes sagitales en el sentido septo-
temporal, con un dngulo de 50°, atravesando la interseccién del eje medial y el limite del cerebro
con el cerebelo, primero hacia temporal izquierdo, luego hacia temporal derecho, el Gltimo corte es

sagital-medial. Se manipula el cerebro con ayuda de un pincel.

Luego, el cerebro se cubre con solucién de diseccion fria mientras se agrega el pegamento en la
platina del vibrétomo. La cantidad de cianoacrilato debe ser suficiente para mantener el seso en ¢l

sitio y que no exceda el drea porque se pega a la hoja del vibratomo.

Se trasladan los hemisferios con una espatula modificada en forma de pala, Se seca la base de la
pala en papel absorbente y se fijan a Ia platina de un vibratomo usando cianoacrilato, orientados con
el corte septo-temporal como base y el lado dorsal hacia el filo de la hoja de cortar, Luego se cubre
la platina con solucién de diseccion. El vibritomo opera a méxima amplitud de vibracién y
velocidad de avance, la hoja en dngulo de 25°, se descartan Ia primera y segunda rebanada, luego se
reduce la velocidad de avance de Ia hoja a un 75%. Cada corte tiene 400 pm de grosor, y es

trasladado con una pipeta Pasteur de vidrio modificada a la placa Petri. Se secciona la regién
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cortical, ventral y medial de cada rebanada vsando media hoja y una aguja hipodérmica desechable
calibre 18 y luego se transfieren a una cdmara de inmersién construida con anillos de tubo Falcon
de 10 ml y malla de nylon. Las 8 rebanadas obtenidas permanecen en esa cdmara al menos una hora
en solucién de registro equilibrado con mezcla oxigeno/didxido de carbono. La composicién de la
solucion de registro en mM es cloruro de sodio (NaCl) 124; NaHCO; 25; glucosa 10; KCI 2,5;

CaCl, 2; MgS0; 2; NaH,PO;4 1,25. Los reactivos provienen de Merck y son de grado analitico.
V.2 REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO

Se traslada la rebanada a una cdmara de registro de 0,5 ml de volumen, perfundida a 2 ml/min
aproximadamente, usando una bomba de flujo peristiltico (Masterflex C/L Cole/Palmer) con
solucién de registro. Se entibia la solucion usando una fuente de poder con corriente ajustable que
calienta una resistencia de potencia de 50 kQ adosada a la manguera de perfusién. Se mide la
temperatura en el centro del bafio con un termémetro digital al inicio y al final de cada registro,
manteniéndola cercana a 35.0°C. Se asegura la rebanada con un alambre de acero inoxidable

doblado en forma de rombo y cruzado por fibras de nylon.

Usando una lupa Leitz Wetzlar a 4x de aumento y una lampara de luz fria se ubica la regién
CAl de la rebanada y se coloca la punta de un electrodo de carbaloy de impedancia 0,3 MQ sobre el
stratum piramidale en la regién CAl cercana al subiculum del hipocampo. Se inserta €l electrodo
mediante un manipulador manual con dos ejes horizontales y un eje vertical con 4ngulo de 35°
aproximadamente. Se entierra la punta del electrodo unos pocos micrometros dentro de la rebanada,
ya que las unidades neuronales superficiales pueden estar dafiadas. Como referencia, la punta del
electrodo no alcanza a desaparecer del foco de la lupa. El circuito eléctrico se cierra con un

electrodo de tierra de plata-cloruro de plata.

Ambos electrodos estan conectados al cabezal de un amplificador operacional (A-M Systems,

modelo 1800) que amplifica la sefial diez mil veces y la filtra entre 300 y 1000 Hz. La sefial de
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salida es bifurcada a un osciloscopio que permite su visualizacién (Goldstar Oscilloscope OS-
5020P) y a un convertidor analogo-digital (Digidata 1200). Se adquiere la sefial usando el software
Fetchex 6.0 (de la serie p-Clamp 6.0, Molecular Devices, LLC) en la modalidad “Gap-Free”,
tomando registros continuos de 10 minutos, a 5 kHz de frecuencia de muestreo y 10'* unidades

digitales (“bits™) del rango de la sefial amplificada, entre -10 y + 10 mV.

Para disminuir el ruido estético del “set-up” todos los elementos de éste a excepcion de la fuente
de poder del calefactor, la lampara de luz fria y la bomba de flujo peristaltico se conectan a una
pieza de cobre mediante cables de tierra y ésta se conecta a la tierra del amplificador. El elemento
que causa el mayor ruido es el flujo de solucién a través de las mangueras de perfusion, para
eliminarlo, se hace tierra con un conector tipo caimén en contacto con dos agujas de jeringa sin
punta, por donde fluye la solucién de registro desde y hacia la camara. La segunda mayor fuente de

ruido es la pantalla del computador que se apaga durante el registro.

Se registran 10 6 20 minutos de actividad basal; Condicién “Basal” y luego 20 minutos de la
actividad mientras la camara es perfundida con solucién de registro més una de las signientes
concentraciones de cloruro de cobre (CuCly): 0 uM; Condicién “control de cambio de solucién™;
0,05 pM Condicién “Bajo Cobre”; 0,5 uM; 5 pM y 10 pM Condicién “Alto cobre”. Dependiendo
de la actividad y de la salud de la rebanada se continud el registro por 20 minutos mis a una
concentracién de 50 uM de CuCl,, o se finaliz6 el registro con 10 minutos de lavado con solucién

sin cobre afiadido.

La solucion de cobre se prepara en el momento con una alicuota seca de 0,0170g de CuCl, (peso
molecular: 170.01g/mol) y 0,5 ml de agua bidestilada en un tubo Eppendorf, Las concentraciones

de cobre necesarias se obtienen por dilucién seriada.
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V.3 ANALISIS DE LA TASA DE DESCARGA ESPONTANEA

Se detectan los potenciales de accién espontdneos con el software de analisis Igor Pro 6.11
{Wavemetrics, Inc.) y el paquete de rutinas Neuromatic desarrollado por Thinkrandom, usando la
modalidad de deteccidn de eventos sobre un umbral de menos 4 veces la media cuadratica (“Root
Mean Square”, RMS) en un segmento del registro sin eventos distinguibles, esta es una medida
estadistica del ruido eléctrico del registro. Se automatiza el andlisis usando el lenguaje de

programacion de Igor Pro.

Si el registro cuenta con una basal de 20 minutos, se calcula la tasa de descarga basal como el
niimero de eventos en 15 minutos, desde el minuto 5 al 20, considerando que al inicio del registro la
rebanada se estabiliza luego de introducir el electrodo. En una serie de registros con 10 minutos de

basal, se calcula la tasa de descarga en los ultimos 8 minutos, es decir del minuto 2 aj 10,

La tasa de descarga durante el tratamiento se calcula en los witimos 15 minutos en que la
rebanada es perfundida con solucion de registro adicionada de CuCl, para asegurar que la
concentracion de cobre en la cdmara de registro esté equilibrada con aquella en el reservorio de

perfusién.

Los cambios en la tasa de descarga de potenciales de accion entre cada par basal-tratamiento se
estimaron usando la prueba de Wilcoxon el cual evaliia 1a hipdtesis de trabajo “diferencia entre las
medianas de dos muestras pareadas™ contra la hipdtesis nula “igualdad de medianas de dos muestras
pareadas”. De esta forma, cuando el valor de P resulta menor que 0,05, se rechaza que la
distribucion de la tasa de descarga permanezca invariable, es decir, se acepta que hay diferencia
significativa. En caso que el valor de P sea mayor que 0,05, no se puede rechazar homogeneidad de
las dos distribuciones, ya sea porque el efecto es numéricamente pequefio, porque el nimero de

repeticiones es insuficiente, o porque efectivamente no hay efecto.
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También se estudio si las tasas de descarga basales registradas en rebanadas de ratas de 60 dias
se distribuyen de forma similar 2 las registradas en rebanadas de ratas de 20 dias. En este caso se
usa la prueba de Mann-Whitney, que es una prueba estadistica no paramétrica para muestras no
pareadas cuya hipétesis de trabajo es “diferencia de medianas entre las dos distribuciones™ y la
hipétesis nula es “igualdad de medianas entre las dos distribuciones”, Si el valor de P es menor que
el valor critico: 0,05, entonces se rechaza la hipétesis nula y se acepta que las distribuciones son
diferentes. Si el valor de P es mayor que 0,05, no se puede rechazar que la distribucién de las

medianas sea homogénea.

Se informan los valores de promedio y error estindar para cada tratamiento en cada grupo

experimental,
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VIRESULTADOS

VL1 TASA DE DESCARGA BASAL EN CA1 DE RATAS DE 20 Y 60 DiAS

Dado que, aparentemente, la cantidad de cobre débilmente ligado en la region CAl del
hipocampo disminuye entre los 20 y los 60 dias, es interesante comparar las tasas de descarga de
potenciales de accién espontdneos de esta regién en esas dos edades. Ademads es necesaria esta
caracterizacién para poder, posteriormente, comparar los efectos de cobre adicionado. Para ello
agrupé las tasas de descargas basales, es decir, las sefiales durante los 10 6 20 minutos previos a la
aplicacion de cobre exdgeno, de todas las rebanadas registradas y estudié las tasas de descargas en
ese intervalo en las dos edades. En la Fig. 2 muestro dos trazos representativos de descarga basal

para cada edad.

Ya que las frecuencias promedio carecen de distribucién normal (Test de Jarque-Bera, valor
critico: 5,99, valor estimado: 4,62 y 4,22 para 20 dias y 60 dias respectivamente), para comparar ias
tasas de descarga entre las dos edades usé una prueba estadistica no pareada, no paramétrica (prueba
de Mann-Whitney). Una forma visual de representar esta prueba es el grafico “funcién de
probabilidad acumulada”, Fig. 3, en que superpongo la distribucién de descargas basales para

ambas edades.
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Figura 2: Trazo de registro representativo de la descarga basal en 20 y 60 dias. Cada frazo tiene
una duracioén de 10 minutos y va de -50 a +50 pV de amplitud. Los trazos a y b son el registro de
una rebanada obtenida de una rata de 20 dias de edad, desde el minuto 0, cuando coloqué el
electrodo de registro, al minuto 20. Los trazos ¢ y d son los primeros 20 minutos de registro
obtenido de una rebanada de rata de 60 dias de edad. Los potenciales de acci6n, provenientes de
distintas unidades neuronales captadas por el electrodo de registro, fueron caracterizados por una
fase negativa seguida de una positiva, y se diferenciaron por la amplitud del evento. La cabeza de
flecha vacia, en a, sefiala la rafaga inicial que corresponde a la insercion del electrodo. Las flechas
en b y c sefialan rafagas espontaneas de actividad que son frecuentes de encontrar entre mis
registros. La cabeza de flecha rellena, en b, sefiala uno de los eventos cuya amplitud fue truncada en
pos de la comparacion entre distinfos trazos. A lo largo de los trazos en a y b se observa un
aumento en la frecuencia de eventos que es caracteristico de algunos de mis resultados y forma
parte de la variabilidad posible de observar en un intervalo prolongado de registro.
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Figura 3: Funcién de probabilidad acumulada para la tasa de descarga basal en CAl de ratas de
20 y 60 dias. Como se puede observar por la forma de la curva, no hay distribucién normal de las
descargas basales. Adeinds, ambas distribuciones se superponen. Esto se corrobora con la prueba de
Mann-Whitney, cuyo valor de p es 0,10 y se rechaza que las distribuciones sean diferentes, es decir,
tienen distribucion similar.

Finalmente, como parte de la caracterizacion de las descargas basales de 20 y 60 dias, resumo el

valor promedio y otros parametros de distribucién en la Tabla 1.

Tabla 1: Parametros de la tasa de descarga basal.

Ratas 20 dias Ratas 60 dias
Tasa de descarga basal 1,31 +0,26 Hz 2,61+0,74Hz
Mediana 0,63 Hz 0,78 Hz
1% y 3% cuartil 0,28y 1,27 Hz 0,40y 2,10 Hz
Rango 0,06 y 10,95 Hz 0,13y 19,06 Hz

Nimero de rebanadas 57 43
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V12 EFECTO DEL COBRE SOBRE LA TASA DE DESCARGA EN EL CAl DE

HIPOCAMPO DE RATAS DE DOS EDADES DISTINTAS
VI.2.1 CONTROL DE CAMBIO DE SOLUCION

Previo a mostrar los registros con cobre exdgeno, describiré este grupo experimental cuyo
proposito es descartar que la manipulacién de las soluciones incida en la tasa de descarga de
potenciales de accidn. Para ello, medf la actividad espontanea con solucidn de registro y luego de 20
minutos cambié a otro reservorio que contuvo una solucién proveniente del mismo origen. Esto lo
hice para animales de ambas edades. Presento un registro representativo del grupo experimental

para cada edad en las Fig. 3 y Fig. 4.

Para analizar si la manipulacién incide en la tasa de disparo, repeti este experimento e hice una
prueba pareada dentro de los grupos de 20 y 60 dias. Ilustro este resultado con el grifico de

muestras pareadas y diagrama de cajas de la Fig. 6.
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Figura 4: Trazo representativo, control de cambio de solucion en el CAl de rata de 20 dias. Los
frazos a y b son 10 minutos consecutivos de la descarga basal de un registro en el CAl de
hipocampo de rata de 20 dias. La tasa de descarga es aparentemente baja y con eventos de mediana
amplitud. Los trazos ¢ y d corresponden a la misma rebanada una vez efectuado el cambio de
solucion.
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Figura 5; Trazo representativo, control de cambio de solucidn en el CA1 de rata de 60 dias. Los
trazos a y b son los primeros 20 minutos de registro de una rebanada obtenida de una rata de 60
dias, los trazos ¢ y d son los siguientes 20 minutos luego del cambio de reservorio de solucién. El
trazo a presenta una rafaga inicial correspondiente a la insercion del electrodo (cabeza de flecha
vacia). Seiialo con una flecha un evento de rafaga de origen espontaneo en el trazo c.
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Figura 6: Muestras pareadas y diagrama de cajas, control cambio de solucidn. En a cada par de
circulos vacios representa la actividad promedio de una rebanada. Se observa que hay rebanadas en
que la frecuencia aumenta, otras en que disminuye y otras en que se mantiene sin cambios aparente,
El par de circulos rellenos es el promedio de Ia tasa de descarga y las barras de error representan el
error estindar en cada muestra. Sin embargo, las descargas basales no siguen una distribucién
normal y el promedio junto al error estiandar tienen menos relevancia estadistica. Una figura que
permite describir y entender lo que ocurre en este experimento es el diagrama de cajas, b, que
muestra los parametros de localizacién: minimo: bigote inferior; primer cuartil: borde inferior de la
caja; mediana: linea gruesa; tercer cuartil: borde superior de la caja; mdximo: bigote superior;
puntos fuera de rango: circulos vacios. En ambos graficos es evidente que la operacién mecénica no

gatilié un aumento en la frecuencia de disparo de estas rebanadas. También es notoria la actividad
deprimida respecto al promedio general de las descargas basales presentadas en la seccion anterior,
esto se discute en la seccion VIL.2.
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Finalmente resumo los pardmetros estadisticos de estos grupos experimentales en la Tabla 2

Tabla 2: Resumen de pardmetros del control cambio de solucion.

Ratas 20 dias Ratas 60 dias
Descarga basal 0,86 = 0,42 Hz 0,89 % 0,56Hz
Control mecanico 0,55+ 0,18 Hz 0,56 +0,15Hz
Valor de P, prueba de Wilcoxon 0,21 0,63
Nimero de rebanadas 6 5

La prueba de Wilcoxon determiné que no es posible evidenciar un efecto de la manipulacion

sobre las medianas de las tasas de descarga,
V1.2.2 VIABILIDAD DE LAS REBANADAS

Consideré que observar potenciales de accién espontineos es un indicador suficiente de la
viabilidad de la rebanada, y mientras hice los registros que presento en este trabajo no pensé en
algin control para estimar la supervivencia de neuronas en la rebanada. Sin embargo, meses
después de registrar los experimentos presentados, decidi hacer un grupo experimental en que
evalué mi capacidad de recuperar la técnica de preparacién de rebanadas de hipocampo. Para esto,
hice registros en dos concentraciones de KCl: 2,5 y 7 mM. En los primeros dos dias de hacer
rebanadas no observé aumento de la tasa de descarga, pero al tercer dia las condiciones
experimentales volvieron a ser Optimas para registrar actividad esponténea, como muestro en la

Figura 7.
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Figura 7: Trazos de registro de rebanada tratada con KC1 7 mM al tercer dia de entrenamiento.
En este trazo se observa el fendmeno predicho: un aumento de Ia tasa de descarga de potenciales de
accion en una condicién en que todas las células de la rebanada estin levemente despolarizadas y
mas cercanas a su potencial de umbral de disparo.

V1.2.3 EFECTO DEL COBRE EN LA TASA DE DESCARGA DE POTENCIALES DE

ACCION ESPONTANEOS: BAJO COBRE

Para probar que la excitabilidad de la region CAl del hipocampo responde a cobre agregué 0,05
pM de CuCl, a la solucién que bafia a la rebanada y observé que efecto produce sobre Ia tasa de
descarga de potenciales de accion, Elegi esta concentracion ya que podria ser un valor fisiologico
(Stuerenburg , 2000) ademéas de los antecedentes de nuestro laboratorio en que se ha observado
aumento de la tasa de disparo con concentraciones similares de cobre. Presento un registro
representativo de la descarga basal y descarga en presencia de 0,05 pM de cobre para una rata de 20

dias y otra de 60 dias de edad en las Fig. 8 y Fig. 9, respectivamente.
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Figura 8: Trazos de registro representativo, 20 dias y 0,05 pM de CuCl, agregado. Los trazos a
y b son la descarga basal de un registro representativo de este grupo experimental. En a La rafaga
de actividad al inicio del primer trazo es la perturbacién de la rebanada al colocar el electrodo de
registro, La rafaga sefialada con una flecha es actividad espontinea y es representativo de varios
registros realizados. Los trazos ¢ y d son el registro de la misma rebanada durante la aplicacién de
0,05 pM de cobre. No observo en cambio aparente en la tasa de descarga.




27

I20 uv

1min

Figura 9: Trazos de registro representativo, 60 dias y 0,05 pM de CuCl, agregado, Los trazos a
y b corresponden a la tasa de descarga basal en una rebanada de rata de 60 dias, ¢ y d corresponden
a la tasa de descarga de la misma rebanada en presencia de 0,05 pM de cobre. Esta rebanada
presenta un tipo de potenciales de accién espontineos de pequefia amplitud, sin embargo, su
amplitud es suficiente para ser detectadas por el software de andlisis. En presencia cobre
adicionado {c y d) dejé de detectar ese tipo de potenciales de accion en el registro, mientras que los
potenciales de accién de mayor amplitud parecen no variar en frecuencia.

Utilizando la prueba de Wilcoxon estableci que no hay diferencia estadistica entre las medianas
de la basal y con cobre 0,05 pM en rebanadas de ratas de 20 dias. En contraste, determiné que hay
disminucion significativa de la frecuencia en presencia de cobre 0,05 pM respecto a la basal en
ratas de 60 dias. Para ofrecer una idea ilustrativa del efecto de esta concentracion de cobre, en la
Fig. 10 muestro los pares basal y 0.05 pM de cobre para rebanadas de ratas de 20 y 60 dfas de edad

y el diagrama de cajas para la distribucidn,
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Figura 10: Muestras pareadas y diagrama de cajas de la tasa de descarga basal y con 0.05 pM
CuCl; en rebanadas de ratas de 20 y 60 dias. En a el par con circulo cerrado es el promedio y error
estandar del grupo experimental. Sefialo que varias rebanadas de 60 dias disminuyen su tasa de
descarga promedio cuando agrego cobre, b Diagrama de cajas para comprender la distribucién de la
muestra, En este grafico se ve como la mediana de la tasa descarga en cobre 0,05 pM, trazo grueso,
de las rebanadas de ratas de 60 dias estd disminuido respecto de la mediana de la tasa de descarga
basal.

Resumo el promedio de la tasa de descarga basal y tratamiento en el CAl de rebanadas de

hipocampo de ratas de 20 y 60 dias en la Tabla 3

Tabla 3: Parametros estadfsticos del grupo experimental: CuCl, 0,05 pM, en ratas de 20 y 60

dias de edad.

Ratas 20 dias Ratas 60 dias
Tasa de descarga basal 1,56 +£0,38 Hz 2,28+0,81 1z
Tasa de descarga en 0,05 pM CuCl, 1,62 0,47 Hz 1,47 £ 0,50 Hz
Valor de P, prueba de Wilcoxon 0,92 0,026
Niimero de rebanadas 27 24
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VI1.2.4 EFECTO DEL COBRE EN LA TASA DE DESCARGA DE POTENCIALES DE

ACCION ESPONTANEOS: ALTO COBRE

En paralelo exploré el efecto de mayores concentraciones de cobre: 0,5 pM, 5 pM y 50 pM.
Pensé que con la perfusion de 50 pM de cobre obtendria un dafio oxidativo que perjudicaria la salud
de la rebanada y se evidenciaria como la pérdida completa de actividad espontdnea. Sin embargo,
observé un aumento de la actividad que llamé mi atencién. Por esta razén, realicé un grupo
experimental con un nfimero de repeticiones considerable usando la misma metodologia, esta vez,
con una concentracion de 10 pM de cobre agregado. Las Fig. 11 y Fig. 12 ilustran un registro
representativo de este grupo experimental para rebanadas de ratas de 20 y 60 dias de edad,

respectivamente.
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Figura 11: Trazo de registro, 20 dias y 10 pM de CuCl; agregado. El trazo a corresponde a la
tasa de descarga basal, los trazos b y ¢ corresponden a la adicion de 10 pM de cobre, Las escalas
son idénticas a la fig 2 y estos registros presentan evidentes unidades cuyos potenciales de accion
han sido truncados para efectos de homogeneidad de escala. La adicidn de 10 uM de cobre induce
un aumento en la tasa de descarga de potenciales de acci6n de amplitud mediana, con un
comportamiento de rafagas aisladas temporalmente y un retardo en el tiempo en la activacion.
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Figura 12: Trazos de registro, 60 dias y 10 uM de CuCl; agregado. El trazo a es la descarga
basal, incluida la perturbacion inicial por el posicionamiento del electrodo, el trazo b v ¢ son los
registros durante la aplicacion de 10 pM de cobre. La tasa de descarga parece homogénea a lo largo
del trazo,

Mi observacion es que en rebanadas de ratas de 20 dfas, 10 pM CuCl; induce un aumento de la
tasa de descarga de potenciales de accién espontdneos. En este caso la prueba de Wilcoxon indica
que la adicién de 10 uM de cobre aumenta la tasa de descarga en rebanadas de ratas de 20 dias, no
asf en rebanadas de ratas de 60 dfas. Muestro el andlisis de estos resultados en las Fig. 13 y los

parametros estadisticos correspondientes a este grupo en la Tabla 4.
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Figura 13: Muestras pareadas y diagrama de cajas de la tasa de descarga basal y con 10pM
CuCl, en rebanadas de ratas de 20 y 60 dias, En a se puede observar el aumento individual en
numerosas rebanadas en ambos grupos experimentales en respuesta a la adicion de cobre 10 pM. El
circulo cerrado corresponde al promedio y error estindar. En b se muestra los pardmetros de
distribucion de las series experimentales y el evidente aumento de la mediana y el rango de la tasa
de descarga experimental en comparacién a la basal en rebanadas de ratas de 20 dias.

Tabla 4: Pardmetros estadisticos del grupo experimental: CuCl; 10 uM, en ratas de 20 y 60 dias

de edad.

Ratas 60 dias

Ratas 20 dias
Tasa de descarga basal 1,56+ 0,57 Hz 3,82+ 1,80 Hz
Tasa de descarga en 10 pM CuCl, 3,92 1,02 Hz 3,10+ 1,20 Hz
Valor de P, prueba de Wilcoxon 0,0036 1
Niimero de rebanadas 27 14
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VII DISCUSION

En este trabajo encontré que las tasas de descarga basal entre las dos edades estudiadas son
estadisticamente iguales, con promedios de frecuencias de 1,31 & 0,26 Hz para ratas de 20 dias y
2,61 + 0,74 Hz para ratas de 60 dias (Prueba de Mann-Whitney, p=0,10). Sin embargo, la respuesta
a cobre agregado es significativamente distinta entre estas dos edades. En ratas de 20 dfas 0,05 pM
de cobre no induce un cambio en la frecuencia de potenciales de accién, pero 10 pM aumenta esta
frecuencia, mientras que en ratas de 60 dias 0,05 pM de cobre disminuye Ia frecuencia y 10 pM no

tiene efecto sobre la frecuencia de potenciales de accién.
VIL1 CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA PREPARACION DE REBANADAS

Una complicacién en el analisis de los resultados de este trabajo surge de la ausencia de
distribucién normal en la muestra de descargas basales (Prueba de Jarque-Bera y Fig. 3). Por esto,
enumero 4 razones que inciden en la variabilidad de la actividad basal registrada y que acciones

tomé para tener la mejor consistencia posible.
VIL.1.1 LA VIABILIDAD DE LA REBANADA

La precision y velocidad con que ejecuto la preparacion de las rebanadas repercute sobre la
cantidad de neuwronas que sobreviven y finalmente sobre la estabilidad del registro. También, la

insercion del electrodo produce una rafaga inicial que sugiere que hay unidades neuronales que
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estdn siendo dafiadas y que potencialmente liberan material toxico en su cercanfa, causando un

curso temporal de adaptacién a la nueva configuracion: rebanada empalada por un electrodo.

Al comenzar a regisirar mis experimentos, el entrenamiento era suficiente para considerar
adecuada la salud de las rebanadas. Las dos modificaciones posteriores que hice fueron disminuir el
tiempo de la cirugia de 4 a 2 minutos y reducir los tiempos en que registré la basal de 20 a 10
minutos, Estadisticamente no hay diferencias en la tasa de descarga basal respecto a los
experimentos previos a la reduccion del tiempo de la basal (p = 0,46 y 0,12 para basales de ratas de

20 y 60 dias respectivamente, prueba de Mann-Whitney).
VIL1.2 PROXIMIDAD DEL ELECTRODO A LAS UNIDADES REGISTRADAS

Mientras ejecutaba los registros aqui presentados, crei que la punta del electrodo estaba
excesivamente inmersa dentro de la rebanada, En una condicidén como esa se sumaria la difusion del
cobre dentro de la rebanada como una variable experimental adicional, porque se conjuga a los
péptidos en los intersticios de la rebanada, como han revisado Vlachovd y cols. (1996) en relacién a
los aminoécidos glutamato y glicina. De esta forma se estaria creando un gradiente vertical de
concentracion de cobre hacia el interior de la rebanada y no se tendria certeza acerca de cudl de las

concentraciones de cobre causa efecto.

Sin embargo, en concordancia con otro miembro de nuestro laboratorio (Maureira, C.
comunicacién personal), la profundidad del electrodo que usé no es excesiva. Ademas, cinco
minutos de perfusién son suficientes para que se equilibre la concentracion del cobre en el baiio,

segiin mi observacion del aumento de a tasa de disparo en presencia de KCl 7mM.

Un control de flujo adecuado pudiera ser un colorante en el reservorio y medir la absorbancia de
una muestra de la cdmara de registro a intervalos de tiempo regulares. Otro control de flujo podria
ser una concentracion de potasio que aumente la excitabilidad y medir en rebanadas el tiempo de

establecimiento de la respuesta a potasio, sin embargo, la difusién dentro del tejido es
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cualitativamente distinta entre el potasio y ¢l cobre, porque este Ultimo se conjuga con facilidad a

elementos (péptidos) del intersticio.
VIL1.3 ESTADO HORMONAL PREVIO A LA CIRUGIA

Existe evidencia de que la actividad basal y/o la respuesta a ciertos estimulos varian
dependiendo de la hora en que se preparan las rebanadas de ratas (observacion de Kirkwood, A.,
comunicacién personal). Esto se debe en parte a las variaciones hormonales que ocurren
relacionadas al ciclo circadiano. Hice las cirugias en un rango horario disimil: entre las 9 y las 15

horas, esto probablemente introdujo variabilidad a mis resultados.

Otro factor que podria introducir variabilidad es el tono de hormonas sexuales entre machos y
hembras de rata (Smith y cols., 2002). Me limité al uso de ratas macho para controlar esta tltima

variable.
VII.1.4 RANGO DE LA TASA DE DESCARGA BASAL

Usé un criterio de frecuencias en relacion a qué rebanadas registrar, de esta forma si la tasa de
descarga fue inferior a 0,05 Hz la rebanada era descartada. En el otro extremo, rebanadas con una
descarga basal sobre 20 Hz (N=5)} se descartaron del andlisis. Finalmente, apart¢ del andlisis a
cuatro rebanadas que aumentaron la tasa de descarga por sobre los 40 Hz durante la ejecucion del
tratamiento (uno con 0,05 uM de cobre y 20 dias; otro con 10 uM de cobre y 20 dias y dos con 0,05
M de cobre y 60 dias), bajo la premisa de que estas rebanadas se comportan diferente al resto y

probablemente evidencian otro efecto fisiolégico que aparece con menor probabilidad.

La desventaja de incluir un rango amplio de frecuencias como criterio de rebanada viable es que
aumenta la variabilidad a las descargas basales. En retrospectiva, debi aumentar el lfmite inferior de
frecuencia a 0,1 Hz y de esa forma seleccionar un tipo de comportamiento de rebanadas que fuera

consistente, aunque ello implicara disminuir el niimero de rebanadas registradas exitosamente.
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VIL2 DESCARGA BASAIL REDUCIDA EN EL GRUPO CONTROL DE CAMBIO DE

RESERVORIO

El promedio de la descarga basal del control de cambio de reservorio es visiblemente menor al
promedio conjunto en ambas edades (Tablas 1 y 2). El promedio en este caso no es un pardmetro
confiable debido a la variabilidad de las tasas de descargas basales observada y el tamafio muestral
del grupo experimental (N=6 y 5 para 20 y 60 dias, respectivamente). Sin embargo, si observamos
otros parametros estadisticos de las muestras como medianas y cuartiles, es posible sefialar que la
distribucién de las tasas de descarga basales estd incluida en los rangos de distribucién del conjunto

de basales de todos los grupos experimentales.

La prueba de Wilcoxon permite afirmar que el cambio de solucién no produce un aumento de la
actividad, Pero, como la descarga basal es reducida, es complejo evidenciar numéricamente si esta
manipulacién disminuye la frecuencia. En base a esto, llamo la atencién acerca de mis
experimentos, ya que podrian reflejar no sélo el efecto del tratamiento con cobre 0,05 6 10 uM, sino
la superposicién de un efecto de cobre junto a una disminucién de la frecuencia de potenciales de

accion debida a la manipulacién,
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VIL3 CONJETURAS SOBRE LA MODIFICACION DE LA RESPUESTA A COBRE CON

LA EDAD

Respuesta relativa

0,05 pM Cu** 10 uM Cut*

Concentracién de Cobre
Figura 14: Diagrama: efecto cualitativo de cobre a dos concentraciones y a dos edades,

10 pM de cobre tiene un marcado efecto activador sobre las rebanadas de ratas de 20 dias y no

sobre las rebanadas de 60 dias. Una aproximacién reduccionista minima supondria que, a los 20

dias hay un inico elemento, ya sea un canal o un receptor, que se activa (o inactiva) en presencia

de cobre a una concentracién micromolar. Mientras que a los 60 dias ese elemenfo ya no es

equivalente, ha cambiado su nivel de expresion, se expresa una isoforma o ha ocurrido una

modificacion post-traduccional que confluye en la pérdida de reaccién ante el cobre micromolar.

En una Iégica similar, 0,05 pM de cobre disminuye la excitabilidad de Ia rebanada en 60 dias y

no en 20 dias y podria ser que elementos que no responden al cobre en concentracion nanomolar a

los 20 dias estén alterados y si reaccionen ante el cobre a los 60 dias.
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VIL3.1 PROPIEDADES INTRINSECAS MODULADAS POR COBRE

En el trabajo de Delgado y cols, (2006) se demostrd que la cinética de apertura de la corriente de
sodio dependiente de potencial que se expresa en el epitelio olfativo de sapo se acelera con
concentraciones de cobre en el rango nanomolar. Lo que aumenta la excitabilidad en esas neuronas.
Sin embargo, suponiendo que esa corriente de sodio conserva esas caracteristicas en las neuronas
del CAl de hipocampo, mi observacién muestra que, en ratas de 60 dfas, una concentracién
nanomolar de cobre exdgeno disminuye la excitabilidad. Entonces, esta respuesta de la corriente de

sodio, por si sola, no puede explicar mi observacion.

En el trabajo de Gruss y cols. (2004) se demostro que la corriente de fuga del canal TASK-3,
expresado en oocito de rana y registrado en condicién “whole-cell, voltage-clamp”, se inhibe con
concentraciones micromolares de cobre. Si una neurona que expresara ese tipo de canal es expuesta
a cobre exdgeno, disminuird un componente de la diversidad de corrientes de salida de potasio y,
dependiendo del balance de corrientes, el potencial de transmembrana se despolarizard, acercindose
al umbral de disparo del potencial de accidn, es decir, esta neurona aumenta su excitabilidad. Esto
puede explicar mi observacion en ratas de 20 dias y 10 pM de cobre agregado, siempre que ese tipo
de canal de fuga se exprese en algin tipo neuronal del CA1 de hipocampo. En el mismo trabajo se
demostré Ia activacion de la corriente de fuga debida al canal TREK-1 con concentraciones de
cobre micromolar, en este caso aumenta un componente de corriente de salida en la neurona que
exprese este tipo de canal. Esto finalmente incide en la disminucién de la excitabilidad y no puede

por sf sola explicar mi observacidn.
VIL3.2 PROPIEDADES SINAPTICAS MODULADAS POR COBRE

Los receptores de glutamato tipo AMPA y NMDA son inhibidos con concentraciones de cobre
micromolar y estén presentes en las neuronas piramidales del CA1 de hipocampo (Viachové y cols.,

1996; Weiser y Wienrich, 1996). La reduccién de la corriente de entrada de Na* (o de Na™-Ca®)
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disminuye la excitabilidad de las neuronas que expresan estos canales y por sf sola no explican mi
observacién, puesto que una concentracién similar de cobre (en orden de magnitud) aument6 la

excitabilidad de la rebanada a los 20 dias,

En un parrafo anterior, mencioné la existencia de moléculas capaces de unir reversiblemente el
cobre y que fienen la capacidad de actuar como quelante de cobre. Entre ellas se encuentra la
proteina de priones celular (PrP°) (con dominio de anclaje extracelular), que en su estado natural,
posee cinco sitios de union a cobre de afinidades variables desde el orden picomolar hasta el
micromolar. Interesantemente, se ha reportado que, al conjugarse con el cobre, PrP° se une a la
subunidad GIuN1 del receptor de NMDA. Esta interaccién disminuye la afinidad del receptor por
glicina (un co-agonista) y en consecuencia aumenta la desensibilizacién del receptor. (Davies, y
cols., 2011; Khosravani y cols,, 2008; You y cols., 2012), El cobre exégeno podria desplazar el
equilibrio hacia la interaccién de PrP° con NMDA-R disminuyendo la corriente de estado
estacionario y por lo tanto disminuir la excitabilidad. Esta cascada por sf sola no explica el aumento

de excitabilidad de 10 pM de cobre a los 20 dias.

Por otro lado, el receptor ionotrépico de GABA (GABA,) se inhibe con concentraciones de
cobre del orden de decenas de nanomolar (Sharonova, y cols,, 1998). Al activarse permea una
corriente de cloruro que en hipocampo es de salida (entran aniones de CI') y su activacién aleja el
potencial de membrana del umbral de disparo. La inhibicion de este canal suprime el tono
inhibitorio sindptico en la neurona piramidal del CAl, aumenténdole su excitabilidad. Por lo tanto,
esta evidencia aislada tampoco explica por qué disminuye la excitabilidad con concentraciones de

cobre 0,05 pM en rebanadas de ratas de 60 dias.

Un canal de calcio dependiente de potencial expresado en neuronas de corteza piriforme es
inhibido por cobre en el orden micromolar (Castelli y cols., 2003). Si este tipo de canal es aquel que
se encuenira en el botén presindptico, su inhibicién disminuye la entrada de calcio luego de la

llegada de un potencial de accion, reduce la probabilidad de fusion de membrana de vesiculas que
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contienen neurotransmisores y reduce la efectividad de esa sinapsis. Si suponemos que la sinapsis
principal CA3-CAL es la que esté siendo afectada, implicaria una disminucidn de la excitabilidad de

esa transmision. Esta suposicion no explicaria el aumento de excitabilidad de la regién CA1 a los 20

dias y con cobre 10 pM agregado.
VIL3.3 REDES NEURONALES MODULADAS POR COBRE

La red local de interneuronas del CAl del hipocampo esculpen la codificacion temporal
denominada “onda theta”, observada in vivo en registros de campo, mediante ¢l bombardeo en fase
de distintos tipos celulares en distintas regiones del &rbol dendritico de la neurona piramidal y a
través de distintos neurotransmisores (Klausberger y Somogyi, 2008). Si alguno de estos tipos
neuronales responde a cobre, ya sea con un cambio en su excitabilidad intrinseca o una alteracién
en la transmisién sindptica, puede ocurrir que la integracion de la actividad excitatoria e inhibitoria
en la neurona piramidal del CAl incida en un aumento o disminucion de la excitabilidad que sea

concordante con lo que he podido observar en mi trabajo.

Con el modelo experimental utilizado no es posible indicar que mecanismo afecta la
excitabilidad, pero el anélisis del registro multiunitario, mediante parametrizacion y clasificacion de
los tipos de potenciales de accién, podria indicar si se sustraen o se suman unidades, lo que

sugeriria la activacion de neuronas en relacion a la situacion basal.
VI1.3.4 SUPERPOSICION DE EFECTOS

La superposicion de més de un elemento que responde al cobre podrfa dar cuenta de mi
observacion. Por ejemplo, el aumento de la excitabilidad que observé al agregar 10 pM de cobre a
los 20 dias podria ser explicado por la inhibicién del canal de potasio TASK-3, suponiendo que ese
tipo de canal de fuga es el que se expresa en CAl, La ausencia de aumento en la excitabilidad a los
60 dfas podria deberse a que-a esta edad se expresan tanto TASK-3 como TREK-1 y la activacién

del canal TREK-1 contrarresta el aumento de la excitabilidad producido por TASK-3.
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Considerando todos los elementos mencionados, este trabajo muestra que las células piramidales
de CAl responden diferencialmente a cobre en distintas edades pese a no poder precisar aun el

mecanismo subyacente. Para esto se necesitaria finalmente estudios a nivel de células individuales.




VIII CONCLUSION

a2

Con mis experimentos y metodologia de andlisis, pongo en evidencia que el cobre exogeno

aplicado modula la frecuencia de disparo de potenciales de accidn en la region CAl del

hipocampo de rata y que esta modulacién es diferente segiin la concentracién de cobre y la

edad del animal del que se obtuvo la rebanada.
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