
MECENISMO   DEPENDIENTE   DE   CALCIO   EN   IA
PliASTICIDAD   HOMEOSTATICA  DE   ILA
EXCITABILIDAD   EN  EL   HIPOCAMPO

Tesis
Entregada  A  La

Universidad  De  Chile
En  Cumplimiento  Parcial  De  I.os  Requisitos

Para  Optar  AI  Grado  De

Doctor  en  Ciencias  con  Menci6n  en
Biologia  Molecular,  Celular  Y  Neurociencias

Facultad  De  Ciencias

Por

Daniel  Karmeli6  Visinteiner

Enero,   2017

Director  de  Tesis  Dra. :  Magdalena  Sanhueza  Toha
Co-Director  de  Tesis  Bra. :  Ver6nica  Palma  Alvarado



FACULTAD   DE   CIENCIAS

UNIVERSIDAD   DE   CHILE

INFORME    DE    APROBACI0N

TESIS    DE    DOCTORAD0

Se  informa  a  la  Escuela  de  Postgrado  de  la  Facultad  de
Ciencias  que  la  Tesis  de  Doctorado  presentada  par  el
candidato .

Daniel  Karmeli6 Visinteiner

Ha  sido  aprobada  por  la  comisi6n  de  Evaluaci6n  de  la  tesis
como  requisito  para  optar  al  grado  de  Doctor  en  Ciencias
con  Menci6n  en  Biologia  Molecular,   Celular  Y  Neurociencias,
en  el  examen  de  I)efensa  Privada    de  Tesis  rendido  el  dia  17
de  enero  de  2017.



"Mi libertad termina donde empieza la de los demas

y se multiplica cuando colaboro con los demas"



Resumen biografico

Naci poco antes de la media noche, con mi mama aguantando para

que   el   parto   fuera  al   dia  siguiente   mientras   la  televisi6n  celebraba  el
cumpleafios de un general, ahora tambien conocido como Daniel L6pez,  en
un alcance de nombres casi clarividente.

En  mi  infancia  fui  el  nifio  que  todo  profesor  quisiera tener  como
alumno. Terminaba las tareas con gran dedicaci6n, y luego pedia mas tareas.
Las veces en que no me sacaba un siete eran excepciones dolorosas para mi
trastomo  obsesivo  compulsivo.  No  dejaba  que  me  sacaran  la  polera  de
dentro  del  pantal6n  ni  me  soltaran  el  dltimo  bot6n  de  la  camisa,  y  me
despertaba a las 6:30 a buscar el diario y poner la mesa para mi fanilia.

Pero  lleg6  la  pubertad.  Y  con  ella  las  homonas,  los  amores,  los
desamores,  las  pichangas,  las  fiestas  y  esas  grandes  amistades  que  duran
hasta hey.  Luego  vino  la adolescencia,  en  la que mi  TOC  se manifesto  en
rna  infinita  btisqueda  del  porqu6  del  porqu6  que  me  llev6  a  una  crisis
existencial,   que   al   pasar   (medio   de   casualidad)   de   colegio   cat6lico   a
universidad  cat6lica  se  me  fue  olvidando  en  un  mar  de  experiencias  muy
locas.

Con el fin de saciar al bichito del porqut del porque, me sunergi en
la neurobiologia, porque tenfa que empezar por entender el dispositivo  que
me iba a ayudar a entender. Tras casi una d6Cada dedicada a la investigaci6n,
el  bichito  sigue  bastante  hanbriento,  y  con  desafios  insospechados  por
delante.
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Resumen
Hay  evidencia  creciente  de  la  existencia  de  rna  variedad  de  fen6menos  de

plasticidad neuronal denominados "plasticidad homeostatica", que acthan en oposici6n a

los  cambios  en  la  actividad  de  las  neuronas  con  un  curso  temporal  de  dias.  Estos

mecanismos  todavia  no   se   comprenden  a  cabalidad,  pero  pueden  incluir  cambios

sinapticos y cambios en la excitabilidad neuronal a traves de modificaciones de distintas

conductancias de membrana.

En la presente investigaci6n,  se estudi6  1a adaptaci6n de la excitabilidad de las

neuronas  de  CAl  de hipocampo  a  la inactividad  cr6nica.  Utilizando  registros  de  tipo

wlzo/e  ce//,  evaluamos  la  excitabilidad  de  neuronas  de  CAl  de  xpbanadas  de  cultivo

organotipico hipocampal de rata despu5s de la inactividad por 3-4 dias mediante bloqueo

farmacol6gico  de  los  impulsos  nerviosos.  Se  encontr6  que  las  neuronas  de  rebanadas

sometidas a inactivaci6n cr6nica presentan una mayor excitabilidad que las neuronas de

rebanadas  control  sin  tratar.  Este  aumento  de  la  excitabilidad  involucra  cambios  en

conductancias   sinapticas,  y  se  correlaciona  con  un  gran  aumento   intrinseco  de  la

resistencia de membrana.

En busca del mecanismo de sefializaci6n que detecta la inactiJidad y genera la

adaptaci6n de la excitabilidad, encontramos un posible rol los canales de calcio tipo L,

capaces  de  permear  calcio  en  respuesta  a  los  impulsos  nerviosos,  e  involucramos  la

acci6n de CaMK quinasas dependientes de calcio.
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Abstract
There   is   increasing   eviderice   for   a   set   of   plasticity   phenomena   termed

"homeostatic plasticity",  acting  in  opposition to  the  changes  in neural  activity with  a

time  course  of days.  These  mechanisms  are  not  entirely  understood,  but  can  include

synaptic changes and changes in intrinsic neuronal excitability through modification of

different membrane conductances.

Here,  we  study the  adaptation  to  chronic  inactivity  of the  excitability  of CAI

principal   cells   in   cultured   slices.   Using   who/e   ce//   recordings   we   evaluated  the

excitability  of CAl  neurons  in  rat  hippocampal  organotypic  cultured  slices  after  3-4

days  of inactivity  induced by  a pharmacological  blockage  of the  nerve  impulses.  We

found that neurons from slices subjected to chronic inactivity display higher excitability

than neurons from untreated control slices. This excitability increase involves changes in

synaptic   conductances,   and   is   correlated   with   an   intrinsic   increase   in  membrane

resistance.

In  search  of the  signaling mechanism that  detects  inactivity  and  generates  the

excitability  adaptation,   we  found  a  role  for  L-type  calciuln  chamels,   capable  of

permeating calcium in response to nerve impulses, and a possible participation of certain

calcium/calmodulin-dependent kinases.



Introducci6n
•      Los procesos de plasticidad sinaptica basados en la correlaci6n de actividad pre-

y  postsinaptica  ("Hebbianos"),  como  la  potenciaci6n  de  largo  plazo  (LTP),  por  su

caracter de retroalimentaci6n positiva, resultan intrinsecamente desestabilizantes en las

redes neuronales.  Desde    la primera descripci6n  de LTP  en sinapsis  hipocanpales  en

respuesta a estimulaci6n de alta frecuencia (Bliss y Lomo  1973), se enarbol6 esta forma

de plasticidad sinaptica de tipo Hebbiana (sz.#c7pris-especz7;ca y basada en la actividad

pre- y postsinaptica correlacionada) como un mecanismo potencialmente subyacente al

almacenamiento  de informaci6n (Bliss y Collingridge  1993;  Thompson  1986;  Lynch y

Baudry  1984;  Martin  y  cols.  2000).  Sin  embargo,  las  sinapsis  potenciadas  generarin

probablemente    mayor    descarga    postsihaptica,    propiciando    la    LTP,     en    rna
\

retroalimentaci6n positiva que,  al ser incorporada en los modelos de redes neuronales,

resulta ser un factor desestabilizante tendiente a la saturaci6n de la potencia sinaptica.

Entre  las  restricciones  te6ricas  que  se  propuso  en  su  momento  para  estabilizar  los

modelos  se encuentran la conservaci6n del peso  sinaptico total y la mantenci6n de un

nivel  de  actividad promedio  (von  der Malsburg  1973;  Miller  1996;  Miller y  MacKay

1;94).

Plasticidad homeostftica

Posteriormente se  encontraron efectivamente formas  de plasticidad que,  con un

curso  temporal  mas  lento,  y  actuando  en  el  sentido  contrario  a  la actividad,  permiten

mantener entre  ciertos malgenes la tasa de  disparo promedio  de las neuronas.  El  caso

1



mas  emblematico  es el  del  escalaniiento  sinaptico,  que  se produce  globalmente  en las

sinapsis  de una neurona tras  la alteraci6n cr6nica  (en  el  curso  de horas  o  dfas)  de  su

actividad. Este es un fen6meno en el que la potencia de todas las sinapsis excitatorias de

una  c6lula,   medida  a  traves   de   corrientes  postsinapticas   excitatorias   en  miniatura

(mEPSC, o. `mihis'), se escala por un factor, aumentando o disminuyendo dependiendo

de  si  la actividad promedio  de  la c6lula ha disminuido  o  aumentado,  respectivanente

(Turrigiano y cols.1998). Al ser un escalamiento global y multiplicativo, se mantiene la

contribuci6n  relativa  de  las  distintas  sinapsis,  por  lo  que  se  no  se  ven  mayormente

alterados los procesos que dependan de la plasticidad sz.#aps!.s.-expeczJ?ccz.

Fen6menos  compensatorios con respecto  al nivel de  actividad pueden ocurrir a

nivel  de  red  neuronal  o  inclusive  a  nivel  celular.     Es  asf  como  se  ha  descrito  la

participaci6n  de  factores  neurotr6ficos  solubles  como  el  factor  de  necrosis  tumoral  ct

(TNFor) (Stellwagen y Malenka 2006;  Stellwagen y cols. 2005) o el factor neurotr6fico

derivado  del cerebro  BDNF  (Rutherford y cols.  1998)  en el escalamiento  sinaptico,  lo

que podria representar un mecanismo homeostatico a nivel de grupos de c6lulas. En el

otro  extremo, existe a su vez regulaci6n compensatoria a nivel  de dendritas  (Branco y

cols. 2008) e inclusive espinas inicas, ya sea ante el silenciarniento Glou y cols. 2008;

Sutton  y  cols.  2006)  o  la  activaci6n  exacerbada  (Hou  y  cols.   2011)  de  terminales

presinapticos especfficos.

Estos mecanismos de respuesta a cambios cr6nicos de la actividad, denominados

en su conjunto p/as/z.cz.cJczc7 froj#eas/ci/z.ccr,  incluyen,  ademas   del  escalamiento global de

la potencia sinaptica de los inputs de rna neurona, cambios en la excitabilidad intrinseca



mediante modificaciones en distintas conductancias dependientes de voltaje (Turrigiano

1999). Es este tiltimo tipo de adaptaciones el foco de la presente tesis.

Plasticidad homedstatica intrinseca

La  plasticidad  homeostatica  de  la  excitabilidad  intrinseca  se  manifiesta  como

modificaciones  en  las  conductancias  sensibles  a  voltaje,  1o  que  aumenta  de  manera

compensatoria la probabilidad de que  la celula responda a un estimulo  dado  (Desai  y

cois.   1999;  Zhang  y  Linden  2003).  Previanente  a  la  evidencia  empirica  se  habian

propuesto mecanismos estabilizadores de la actividad promedio, en que el ion calcio que

ingresa por los canales sensibles a voltaje actuaria como indicador de la tasa de disparo,

y su sefializaci6n como segundo mensajero pemitiria la regulaci6n homeostatica de las

conductancias sensibles a voltaje (LeMasson y cols.  1993). Aunque no se ha establecido

completamente el rol de los canales  de calcio  sensibles a voltaje, las neuronas pueden

efectivamente modificar  su excitabilidad intrinseca tendiendo  a mantener  su  actividad

promedio.  La  primera  evidencia  directa  de  este  tipo  de  plasticidad  homeostatica  se

observ6 en neuronas corticales disociadas, en las que el bloqueo cr6nico de la actividad

espontinea a trav6s de la inhibici6n farmacol6gica de los canales de sodio activados por

voltaje  (tetrodotoxina,  TTX,  por  48  horas)  produce  un  aumento  en  la  excitabilidad,

mediado   por   el   aumento   de   las   conductancias   de   sodio   y   la   disminuci6n   de

conductancias  de  potasio  dependientes  de voltaje,  lo  que  se  traduce  en un umbral  de

disparo disminuido, y una mayor frecuencia de descargas ante la inyecci6n de corriente

a)esai y cols.  1999). Este tipo de plasticidad, al igual que el escalamiento sinaptico, se



manifiesta en un curso temporal de horas a dias, a diferencia de las modificaciones en la

excitabilidad producto de la estimulaci6n Hebbiana, que ocurren en el curso de minutos.

La plasticidad homeostatica de las propiedades intrinsecas tambi6n se produce z.Jt

1;z.vo en respuesta a privaci6n sensorial. El corte de bigotes produce rna disminuci6n en

la Ih dendritica en neuronas de la corteza somatosensorial, posibilitando el desarrollo de

espigas de calcio que a su vez participan en un aumento de las rafagas de potenciales de

acci6n (Breton y Stuart 2009).  Un fen6meno  similar se da en la corteza visual,  donde

ante  la  privaci6n  sensorial  se  observa  un  aumento  en  la  actividad  e.spontanea  de  las

neuronas piramidales de la capa 2/3, debido a rna disminuci6n en el umbral de disparo

(Maffei y Turrigiano 2008).

La   estimulaci6n   optogerfetica   cr6nica   de   neuronas   individuales   en   cultivo

produce  un  desplazamiento  hacia  distal  del  segmento  inicial  del  ax6n  (en  el  que  se

concentran  los  canales  de  sodio  que  gatillan  el  potencial  de  acci6n),  aumentando  la

corriente  somatica  necesaria  para  disparar  un  potencial  de  acci6n  (Grubb  y  Burrone

2010).Unprotocolosim'ilardeactivaci6ncr6nicadeneuronasindividuales,estavezen

neuronas   piramidales   de   CA1,   induce,  junto   con   la   depresi6n   de   la  transmisi6n

glutamat6rgica,  un  aunento  del  urnbral   de  disparo  del potencial  de  acci6n  (Goold y

Nicoll 20 1 o).                        r~

En el mismo sentido, la hiperactivaci6n de cultivos organotipicos de hipocanpo

mediante el bloqueo de la transmisi6n inhibitoria fapida, produce una disminuci6n en la

excitabilidad  intrinseca,  medida  como  la relaci6n  entre  la  frecuencia  de  disparo  y  la

corriente  inyectada,  que  se  correlaciona con un  aumento  en  el  umbral  de  disparo  del

potencial de acci6n (Karmarkar y Buonomano 2006).  La inactividad cr6nica, a su vez,

4



genera   un   aumento   de   la   excitabilidad   en   las   neuronas   de   CAl   de   rebanadas

organotipicas hipocampales (Karmarkar y Buonomano 2006), pero no se ha determinado

que mecahismos moleculares median estas adaptaciones homeostaticas.  En la presente

tesis, se intenta dar luces sobre el mecanismo de esta compensaci6n de la excitabilidad.

Canales de calcio dependientes de voltaje en plasticidad homeostftica

Los  canales  de  calcio  dependientes  de  voltaje  son  uno  de  los  sensores  por

excelencia  de  la  actividad  neuronal  en  la  sefializaci6n  celular,  ya  que  en respuesta a

despolarizaciones  importantes,  como  la  que  ocurre  durante  los potenciales  de  acci6n,

dada su localizaci6n somatodendritica permiten el ingreso  de  calcio,  que es,  a su vez,

capaz de activar diversas cascadas de sefializaci6n (Simms y Zamponi 2014).

En  fen6menos  de  plasticidad  homeostatica,  se  ha  encontrado  en  particular  la

participaci6n  de  los  canales  de  calcio  tipo  L.  En  cultivos  de  neuronas  disociadas,  el

bloqueo de la entrada de calcio por canales de calcio tipo L imita total o parcialmente

fen6menos   de   compensaci6n   homeostatica   sinaptica   a   distintos   paradigmas   de

inactividad  cr6nica  (Ibata  y  cols.  2008;  Thiagarajan  y  cols.  2005).  Tambi6n  se  ha

encontrado la participaci6n de  canales de calcio tipo L en la adaptaci6n sinaptica a la

hiperactividad  cr6nica.   En  rebanadas   organotipicas  hipocanpales,   un  protocolo   de

estimulaci6n  optogen6tica  cr6nica  que   genera  una  disminuci6n  generalizada  de  la

potencia sinaptica glutamat6rgica, no tiene efecto si se bloquean concomitantemente los

canales  de  calcio  tipo  L  (Goold  y  Nicoll  2010).  Este  posible  rol  bidireccional  como

sensor  de  actividad  en  fen6menos  homeostaticos  lo  hace  por  ende  un  importante

candidato de estudio para la plasticidad de la excitabilidad intrinseca.



Quinasas dependientes de calcio/calmodulina en plasticidad homeostatica

Las   quinasas  dependientes   de   calcio/calmodulina  (CaMKs)   son  reguladores

fundanentales  de procesos  de  plasticidad  dependientes  de  actividad  (Wayman y  cols.

2008; Wayman y cols. 2011).

CaMKII  es  la  proteina  mas  abundante  del  sistema  nervioso  central,  y  esta

especialmente enriquecida en las sinapsis glutanat6rgicas. Tras su activaci6n por calcio-

calmodulina,  CaMKII  se  autofosforila, independizindose parcialmente del calcio hasta

ser  desfosforilada por  fosfatasas  de  proteinas.  Esta propiedad  es  fundamental  para la

LTP y el aprendizaje, ya que si se bloquea la activaci6n o la fosforilaci6n de CaMKII,

no  es posible  la inducci6n de  LTP   (Malinow y  cols.  1989;  Giese  y  cols.  1998;  Silva,

Stevens, y cols.1992) y se ve afectada la memoria espacial (Silva, Paylor, y cols.  1992;

Giese y cols.  1998).

Debido a que la plasticidad de la excitabilidad intrinseca es un fen6meno que se

ha comenzado a estudiar mas recientemente que la plasticidad sinaptica, es muchisimo

memos  lo  que  se  sabe  de  la  posible  participaci6n  que  tendria  CaMKII.  En  neuronas

piramidales  de  CAl   del  hipocampo   se  requiere  la  activaci6n  de  CaMKII  para  la

disminuci6n del unbral  de disparo  O{u y cols.  2005) y el aumento  de la sunaci6n de

potenciales  sinapticos  (Wang  y  cols.  2003)  que  ;e  produce  luego  de  estimulaciones

agudas que generan LTP. Adicionalmente, CaMKII es capaz de determinar el cambio de

la  tasa  de  descarga  t6nica  de  neuronas  del  nticleo  vestibular  O{elson  y  cols.  2005)

fosforilando directamente el canal de potasio activado por calcio de tipo BK (van Welie



y du Lac 2011). En los anteriores ejemplos de procesos de plasticidad de la excitabilidad

dependientes   de   CaMKII,   los   cambios   ocurren   en   el   curso   de   minutos   tras   la

estimulaci6n.

CaMKIV, por su parte,  es un candidato muy plausible como mediador entre la

actividad  y  la  plasticidad  neuronal  a  mediano-largo  plazo,  debido  a  su  localizaci6n

principalmente   nuclear,   su   dependencia   de   calcio/calmodulina  y   su   capacidad   de

fosforilar  a  la  proteina  de  uni6n  al  elemento  de  respuesta  a  CAMP  (CREB)  y  su

coactivador, 1a proteina de uni6n a CREB (CBP), promoviendo la transcripci6n de sus

mtiltiples  genes  blanco  (Bito  y  cols.  1996;  Impey  y  cols.  2002;  Impey  y  cols.  2004;

Wayman y cols. 2011).

Adicionalmente,  CaMKIV se ha visto  implicada directanente en fen6menos de

plasticidad  homeostatica.  En  neuronas  corticales  disociadas,  la  sobreexpresi6n  de  un

dominante   negativo    de    CaMKIV    es    suficiente   para   imitar   completamente    el

escalamiento  sinaptico  en  respuesta  a  inactividad  cr6nica  (Ibata  y  cols.  2008).  En  la

misma linea, en rebanadas organotipicas se ha observado rna disminuci6n global de los

pesos sihapticos en respuesta a hiperactividad por estimulaci6n optogen5tica cr6nica, y

dicha  compensaci6n  homeostatica  no  ocurre  si  se  transfectan  las  neuronas  con  el

dominante  negativo  de  CaMKIV  (Goold  y  Nicoll  2010).  Sin  embargo,  esta  air  por

demostrarse que tan generalizado es este rol bidireccional de CaMKIV, y si es capaz de

regular la excitabilidad.



Modelo y propuesta de esfudio

Siendo las neuronas piramidales de la regi6n CAl  del hipocampo un modelo en

que  se  ha realizado  rna  caracterizaci6n  bastante  acabada  de  las  conductancias,  tantg

sinapticas  como  dependientes  de  voltaje  (Bean  2007),  resultan  un  modelo  ideal  para

estudiar  la  plasticidad  homeostatica  de  la  excitabilidad.  El  cultivo  organotipico  de

rebanadas    hipocampales   permite   manipulaciones    cr6nicas,    imprescindibles    para

comprender  fen6menos   de  plasticidad  de  largo  plazo.  A  diferencia  del  cultivo   de

neuronas  disociadas,  en  el  que  se  ha hecho  la mayoria  de  los  estudios  de  plasticidad

homeostatica   (Turrigiano   2008),    el   cultivo   organotipico   hipocanpal   posee   una

conectividad y organizaci6n relativamente similar a la del cerebro  I.Jt vz.vo,  incluyendo,

por ejemplo, rna correcta citoarquitectura de las c6lulas gliales, que son determinantes

en los procesos de plasticidad homeostatica (Stellwagen y Malenka 2006; Ibata y cols.

2008). Finalmente, el cultivo organotipico hipocampal posee una intensa actividad basal

(Fig. Fig. 3c y 4b), fundamental para evaluar cambios ante la inactividad cr6nica.

En la presente tesis se estudi6, mediante registros de tipo w%o/e ce//, los canbios

en la excitabilidad de neuronas piranidales de CAl  de rebanadas hipocampales de rata

neonata  producidos  en  respuesta  a  la  disminuci6n  cr6nica  de  la  actividad.  Una  vez

identificados dichos cambios se evalu6 que tanto contribuyen los cambios sihapticos con

respecto a los intrinsecos, y fipalmente se encontraron componentes del mecanismo de

sefializaci6n que gatilla la adaptaci6n de la excitabilidad a la inactividad cr6nica.



Hip6tesis

En  el  circuito  hipocampal     de  rata  ex  vz.iJo  existe  un  aumento  de  la  excitabilidad
dependiente del cierre de canales de calcio durante la inactividad cr6nica.

Objetivo general
Caracterizar el mecanismo de adaptaci6n de la excitabilidad a la inactividad cr6nica en
neuronas piramidales de CAl de hipocanpo de rata y su dependencia de calcio.

Objetivos especificos

0.  Implementar la metodolog{a de cultivo organotipico hipocanpal.

1.  Caracterizar  los  cambios  en  la  excitabilidad  de  neuronas  piramidales  de  CAl  en
respuesta a inactividad cr6nica.

2.  Discemir  si  los  carnbios  encontrados  en  la  excitabilidad  se  deben  a  propiedades
intrinsecas o sinapticas.

3.  Dilucidar el mecanismo de sefializaci6n que media los cambios en la excitabilidad

producido s por inactividad cr6nica.



Metodologia

Procedimiento general

Todos los experimentos realizados en el presente trabajo se apegan a las normas

del  comite de bio6tica de  la Universidad de  Chile.  Cultivos organotipicos  de rebanadas

hipocampales de rata neonata fueron incubados con TTX para suprimir la actividad de

manera cr6nica, y se registraron en modalidad wrfeo/e-ce// los cambios en la excitabilidad

de las neuronas piramidales de CAl  tras el retiro del bloqueador. Para la evalunci6n de

la funci6n de  los  distintos  componentes  de la posible  via de  sefializaci6n propuesta,  se

inhibi6 farmacol6gicamente cada componente durante los mismos 3-4 dias que se aplic6

el protocolo  de  inactividad cr6nica,  y  se  compararon c6lulas  de  rebanadas  con y  sin  el

inhibidor respectivo.
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Preparaci6n de cultivo organotipico hipocampal

Las rebanadas hipocampales se obtuvieron de ratas Sprague Dawley de 6 a 8 dias

posriatal  (P6-P8).  En  promedio  se  obtienen  12  rebanadas  por  animal.     Se  cortaron

rebanadas  de 400  prm  en soluci6n de  disecci6n fria (4°C)  que  contiene  (en mM):  248

sacarosa,  3  Kcl,  26 NaHC03,  1  NaH2P04,  1 Cac12,  5  Mgc12 y   20  glucosa (300-305

mosm), burbujeada hasta saturaci6n con 95% 02 y 5% C02 ®H 7,3). Las rebanadas se

depositaron sobre la membrana (0,4 LLm de diametro de poro) de un inserto de cultivo de

interfaz  (FalconTM  ce//  c#//"rc  I.7zserts),  en medio  de  cultivo  MEM  suplementado  con:

20%  suero  equino,1  mM Cac12, 2 mM Mgs04,  5  mMNaHC03,16,5  mM D-glucosa.

Las rebanadas se mantienen a 37°C, cambiando de medio cada 2 dias (Sanhueza y cols.

2011 ; Stoppini y cols.1991).

Tratamiento farmacol6 gico

(

A  los  7-8  DIV  se  incub6  parte  de  las  rebanadas  con medio  de  cultivo  con el

tratamiento  farmacol6gico  correspondiente.  Tras  2  dias  se canbia el medio  de  cultivo

por medio con igual concentraci6n del compuesto a evaluar, y al cabo de. 3-4 dias (10-11

DIV) se trasladan rebanadas individuales a la cinara de superfusi6n, donde se realiza el

registro tras el lavado de los respectivos inhibidores con soluci6n de registro.

Registros electrofisiol6 gicos

Los registros de tipo w%o/e-ce// se realizaron con un anplificador de pczfcfe c/crmp

EPC 10 (HEKA). El electrodo intracelular se introduce en pipetas de borosilicato de 3.5-

4.5  MQ  con  soluci6n  de  pipeta  que  contiene  (en  mM):   130  K-gluconato,  5  Kcl,  2
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Mgc12,   10  HEPES,  4  Mg-ATP,  0.3  Na3-GTP  y  10  Na2-fosfocreatina.  Como  medio

extracelular se emple6 liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) que contiene (en mM):

125  Nacl,  2.5  KC1,  2  Mgs04,  2  Cac12,  25  NaHC03;  1.5  Nall2P04  y  10  de  glucosa

(burbujeado con mezcla 02 95%, C02 5%).

Analisis estadistico

Los registros obtenidos son graficados y analizados estadisticamente utilizando el

programa  Igorpro   (Wavemetrics).   La   significancia   estad{stica   se   evalu6   mediante

pruebas de I y analisis de varianza ®ara los experimentos con dos o mds factores, o tres

o mas grupos), con un nivel de significancia del 5%.
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Resultados

Obietivo   0:   Imp]ementar   la   metodo]ogia   de   cultivo   organotipico
hipocampal

Verificaci6n morfo]6gica de ]a integridad de las rebanadas

El primer y mas determinante paso en el desarrollo de la presente investigaci6n

fue  la  implementaci6n  del  modelo  de  rebanadas  organotipicas  hipocampales  de  rata

postnatal.  Tras optimizar mtiltiples variables,  como  los medios de disecci6n y cultivo  o

la tecnica as6ptica de disecci6n y corte del tejido, se estableci6 un protocolo que permite

la obtenci6n de  rebanadas  de  manera reproducible.  La organizaci6n  general  del  plano

transversal del hipocampo se mantiene, pese a que con el correr de los dias se produce

cierta p6rdida de definici6n de las capas debido a la dispersion lateral de las c6lulas (Fig.

1a).   Dicha   dispersi6n   da  lugar  a  un  sfrcrr»m  p};rc]mz.cJc!/e   con   el   mismo   grado   de

empaquetamiento que el  de rebanadas agudas, pero unas cuatro veces mss ancho en el

sentido horizontal (Fig.  1b) y mucho mds estrecho en el vertical (a los  11  dias z.7€ 1;jfro, la

rebanada pasa de los 400 Lim originales a medir hasta ~80 Lim de espesor).

Adicionalmente,  se  verific6  la  citoarquitectura  de  las  neuronas  de  CA1,  que

representan  el  foco  de  esta  investigaci6n,    utilizando  trazadores  morfol6gicos  vitales

(Fig. 2). En primer lugar se utilizaron inyecciones de tetrametilrodanina sobre CAl  a 11

dias I.# vz./ro (Fig.  2a),  lo que permite apreciar, por ejemplo, la separaci6n entre cuerpos

celulares en I/rcr/"7# p};r¢mz.cJcr/e, y haces de axones en sfrczJ#rm orz.e#s (Fig. 2b).
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Figura 1:   La arquitectura del cultivo organotipico hi|)ocampal se preserva er vi.vo.

a) Imagenes representativas de rna misma rebanada a I , 6 y 1 3 dias j.73 iJi./ro (DIV)
ilustrando que la morfologia general se mantiene en la zona en estudio. DG, giro
dentado.  b)  Imagenes  representativas  del sfrcJfz" p};rc!mz.c7cz/a  de  CA3  y  CAl  en

6ptica Nomarski ilustrando  la integridad celular  al cabo de  11  DIV.
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Figura2:   El   marcaje   de   neuronas   de   CAl    confirma   que   se   mantiene   la
citoal.quitectura neuronal en las rebanadas cultivadas.

a)  Se inyect6 tetrametilrodamina en s/rcrr#m orz.e72s de CAl  de una rebanada de  11  DIV

para que, luego de rna incubaci6n de 2 horas, se marque a trav6s de los axones la regi6n
somatodendritica de las neuronas piranidales.  DG,  giro dentado.  b)  Las neuronas mas
cercanas  a  la  inyecci6n  presentan  tanta  marca  que  no  se  pueden  individualizar  bajo
microscopia  de  epifluorescencia  convencional,  pero  si  se  pueden  distinguir  neuronas
individuales  marcadas  retr6gradanente  (sus  axones  son  visibles  en sfrc!fc47"  orje#s)  en
las zonas aledafias. Ori, s/rc!/z4rm or].e#s; Pyr, s/rc!/"in p);rc!"z.dr/e; Rad, sfraJ"772 racJj.c!/win.

c) La morfologia somatica de las neuronas mas cercanas al sitio de inyecci6n se puede
resolver utilizando  microscopia confocal.  d  y e)  Imagenes representativas  de neuronas
individuales de CAl presentes en rebanada de 11 DIV marcadas con biocitina.
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Utilizando microscopia confocal se pueden distinguir c6lulas individuales, pero

no es posible hacer un seguimiento completo de sus drboles dendriticos (Fig. 2c). Para

esto ultimo se utiliz6 como trazador cristales de biocitina ubicados en la porci6n distal

de  CA1,  que  a trav6s  del  ax6n marcan retr6gradamente  c6lulas piranidales,  logrando

distinguirse  arborizaciones  dendriticas/de  c6lulas  individuales  (Fig.  2d  y  e).  Con  esta

marcaci6n  se pueden apreciar claramente neuronas piramidales  con dendritas  apicales

orientadas  hacia strcr/ww  7`crc7z.a/z/ne,  dando  cuenta  de  una  correcta  recapitulaci6n  de  la

citoarquitectura 7.7? vz.vO.

Veriricaci6n funcional de la transmisi6n sinf ptica en neuronas piramidales de CAI

Las  caracteristicas  sinapticas  de  las  neuronas   son  un  buen  indicador  de  la

integridad del circuito hipocampal en las rebanadas organotipicas. En esta investigaci6n

el foco esta en las neuronas principales de CA1, por lo que se verific6 en primer lugar la

funcionalidad  de  las   sinapsis  provenientes  de   CA3   a  trav6s  de  las   colaterales  de

Schaffer,  la  sinapsis  mds  estu¢iada  en  estas  c6lulas  (Fig.  3a  y  b).  Estimulando  en

sfro/"in rac7z.crwrm y registrando en el s/rczfwne I?}Jrczwz.dcrJe (Fig. 3a) en modalidad 1;a/fczge

c/czmp,  reemplazando  el  potasio  por  130  mM  de  cesio  en  la  soluci6n  de  pipeta para

aunentar  la  conductividad  dendritica  y  mejorar  la  fijaci6n  de  voltaje,  se  obtienen

corrientes  postsinapticas  evocadas  con  un  curso  temporal  y  dependehcia  de  voltaje

propios de la activaci6n de receptores de tipo AMPA y NMDA (Fig. 3b).  La raz6n de

pulsos pareados muestra facilitaci6n, caracteristica de las sinapsis CA3 +CAl  debido a

su  baja  probabilidad   de   liberaci6n   (Fig.   3b).   Adicionalmente,   todas   las   neuronas

registradas  en  la  region    CAl  de  estas  rebanadas  presentan  rna  profusa  transmisi6n

espontinea (Fig. 3c y d), lo que evidencia que se logra reproducir en estas rebanadas una

red neuronal activa.
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Figura 3:   La transmisi6n sinaptica de neuronas de CAl  se mantiene en el cultivo
o rganotipico hipocampal.

a) Localizaci6n de la pipeta con el electrodo de estimulaci6n (Stim) en sJra/zjm rczcJ!.c!r"in

(Rad) y la pipeta de pa/cfe c/czmp (Rec) en rna neurona de s/rcz/w#3 A);rc7mz.dc!/e (Pyr).  b)
La  transmisi6n   sihaptica  evocada  en  modalidad  vo//c!ge   c/cr7„p  permite  evaluar  la
dependencia de voltaje de las corrientes sihapticas, obteniendose a -70 mv rna respuesta
mediada  principalmente  por  receptores  de  tipo  AMPA,  con  un  curso  temporal  mas
rapido,  y  a +40  mv  por  receptores tanto  de  tipo  AMPA  como NMDA.  Estos  bltimos

prolongan considerablemente el tiempo de calda de la respuesta. Se muestran respuestas
a  pulsos  pareados  separados  por  50  ms  para  evaluar  el  componente  presindptico.  a)
Ejemplo  de  corrientes postsinapticas  espontineas registradas  a -70  mv.  d)  Funci6n de
distribuci6n  acuniulada  (CDF)  de  la  anplitud  de  los  eventos  espontineos.  El  inserto
muestra el trazo promedio los eventos de una c6lula representativa.
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Obietivo  I:  Caracterizar los  cambios  en  la  excitabilidad  de  neuronas

piramidales de CAl en respuesta a inactividad cr6nica

Para  estudiar  los   cambius   de   la  excitabilidad   intrinseca  producidos  por  la

inactividad  cr6nica en neuronas  de  CAl  se  realizaron registros  de  tipo  whoJe  ce// en

modalidad  cz"e#r  cJar77qz?.   En  primer  lugar,  se  verific6  el  efecto  agudo  que  tiene  la

aplicaci6n  de  TTX  en  neuronas  de  una  red  activa  como  la  presente  en  el  cultivo

organotipico hipocampal Gig. 4). AI aplicar TTX 1  iiM al LCRA durante el registro, se

puede  apreciar  qpe  la  neurona no  s6lo  pierde  la capacidad  de  generar potenciales  de

acci6n  Gig.   4a),   sino   que  tambich  desaparece   la  intensa  actividad   sinaptica  que

presentan espontaneamente las neuronas, tanto a potencial de reposo  como a potencial

periunbral Gig. 4b).

La inactividad cr6nica aumenta la excitabilidad de las neuronas de CAI

Con el fin de evaluar el efecto que esta total inactividad tiene de manera cr6nica,

se mantuvieron rebanadas  de  7/8  dias  i.# w.two  en inactividad por 3-4  dfas  con TTX  1

L[M, y se registriron c6lulas de CAl  de rebanadas control y rebanadas tratadas, previo

lavado del bloqueador.  Se evalu6 en primer lugar la principal medida de excitabilidad,

que  corresponde  a  la  curva  de  frecuencia  vcrsz/s  corriente,  es  decir,  la  fi.ecuencia  de

disparo en respuesta a la inyecci6n de una serie de pulsos de corriente despol4rizante de

diferentes amplitudes (Fig. 5).
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en  LCRA en LCRA +TTX

Figura 4:   Efecto de la aplicaci6n aguda de TTX sobre las neuronas de CAl.

a) Registro representativo de la respuesta del potencial de membrana de rna neurona a
estimulos cuadrados de corriente despolarizante antes (izquierda) y desputs (derecha) de
la  aplicaci6n  de  TTX   1   LtM.  El  trazo  de  cada  color  es  la  respuesta  al  estimulo  de
corriente (abajo) del color correspondiente.  b) Registros del potencial de membrana sin
inyecci6n    de    corriente    (trazos    inferiores)    y    con    aplicaci6n    de    una    corriente
despolarizante  constante  de  60  pA  (trazos  superiores)  en rna neurona antes  (negro)  y
despu6s (verde) de la aplicaci6n de ITX  I  LtM. Los potenciales de acci6n se encuentran
trmcados a -20 mv.
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Figura5:   La   inactividad   crdnica   aumenta   la   excitabilidad   de   las   neuronas
piramida[es de CA1.

a) Trazos representativos del patr6n de disparo en respuesta a la inyecci6n de pulsos de
corriente de  amplitudes crecientes.  Las  rebanadas tratadas  con TTX fueron registradas

previo  lavado  de  la  droga.  b)  Promedio  de  las  curvas  de  frecuencia  de  disparo  ver5rzAs
corriente para las distintas neuronas registradas en ambas  condiciones.  c)  Resumen de
los valores de las pendientes de regresiones lineales efectuadas en la porci6n lineal de la
curva de frecuencia 1;s.  corriente de cada c6lula.  d) Resumen de los valores de reobase,
estimados a partir de las mismas curvas como la corriente mss baja capaz de provocar al
memos   un  potencial   de   acci6n.   e)   Medici6n   del   retardo   entre   el   inicio   del   pulso
despolarizante  de  200  pA  y  el  primer  potencial  de  acci6n.  I)  Raz6n  de  acomodaci6n
medida como la division entre la frecuencia instantinea de los primeros 4 y los tiltimos 4

potenciales de acci6n de cada rafaga.
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Las   neuronas   de  rebanadas   sometidas   a  inactividad  cr6nica  muestran  rna

frecuencia de disparo mayor que las neuronas control en respuesta a corrientes de igual

magnitud (Fig.  5a-b),  y la pendiente  de la porci6n lineal  ®revio a la saturaci6n de  la

respuesta) de las curvas de frecuencia vers#s corriente aumenta significativanente con el

tratamiento  cr6nico  con  TTX  (Fig.  5c),  evidenciando  un  aunento  en la excitabilidad.

Esta mayor excitabilidad inducida por `1a inactividad cr6nica tambi6n se ve reflejada en

rna disminuci6n de la reobase, medida indirectamente como la corriente despolarizante

mds baja a la que la neurona dispara al memos rna vez (Fig. 5d). Esta modificaci6n de la

funci6n entrada-salida implica que  inmediatamente  despu6s  de  remover  la inactividad

cr6nica  las  neuronas  se  encuentran mss  propensas  a  disparar  ante  un  estimulo  dado,

alterando su rol en el circuito.

Existen  ademas  cambios  notorios  en  el  patr6n  de  respuesta  a  la  estimulaci6n

despolarizante que se produce tras el trataniento cr6nico con TTX. Uno es el tiempo que

tarda en producirse el primer potencial de acci6n dentro de cada tren de disparos (Fig.

1e),   lo  que  sugiere  una  disminuci6n  de  conductancias  de  potasio  dependientes  de

despolarizaci6n subumbral, como la ID (Storm 1988). El otro cambio es el gran aumento

que se observa en las neuronas tratadas en la raz6n de acomodaci6n, medida de c6mo

disminuye la frecuencia de disparo a lo largo  de rna rifaga de disparos. Una raz6n de

acomodaci6n igual a 1  indicaria que la frecuencia de disparo se mantiene constante a lo

largo de la rifaga. Las neuronas control muestran rna raz6n de acomodaci6n menor a 1,

debido  a que  su tasa  de  disparo  va aumentando  a lo  largo  del  tren,  mientras  que  las

neuronas de rebanadas sometidas a inactividad cr6nica muestran acomodaci6n superior a

1, disminuyendo su frecuencia de disparo durante la rifaga (Fig. 5f). Esto apuntan'a a un
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aumento,  en  las  neuronas  tratadas,  de  corrientes  de  potasio  dependientes  de  calcio

relativamente  lentas,  como  la  mediada  por  canales  SK,  o  como  la  mediada  For  los

canales KCNQ, activados por despolarizaci6n (Storm 1990). Cabe sefialar que podria de

todas maneras no haber cambio en dichas corrientes, y ser la acomodaci6n exacerbada

s6lo  un epifen6meno del  impedimento  para mantener una tasa de  descarga tan grande

como la que se presenta al inicio de las rafagas de las neuronas tratadas con TTX.

La resistencia de membrana aumenta tl.as el tratamiento con TTX

A continuaci6n se procedi6 a investigar qu5 cambio electrofisiol6gico especifico

subyace a este aumento de la excitabilidad inducido por la inactividad cr6nica. El primer

paso fue estudiar el umbral de disparo del potencial de acci6n que, en caso de disminuir,

podria explicar el aunento de la excitabilidad, como se ha observado en paradigmas de

adaptaci6n a la inactividad en cultivos de neuronas corticales disociadas (Desai y cols.

1999).  Para  esto,  en  neuronas  de  rebanadas  mantenidas  en  condiciones  normales  o

inactivadas   cr6nicamente,    se   inyect6   rna   rampa   de   corriente   que    despolariza

gradualmente  la  c6lula  hasta  que  comienza  a  disparar,  1o  que  permite  identificar  el

•potencial  al  que  se  gatilla  la  primera  espiga  (en  adelante  referido  como  ulnbral  de

disparo; Fig. 6a y b), y la corriente a la cual se produce ese primer disparo (en adelante

referida como corriente umbral Fig. 6a y c).

El resultado obtenido es un incremento del umbral de disparo en las neuronas de

rebanadas sometidas cr6nicamente a TTX (Fig. 6b), por lo que no es 6sta la variable que

explica  el  aumento  en    la  excitabilidad  de  dichas  neuronas.  La  corriente  umbral,  en
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Figura 6:   La  inactividad  cr6nica  aumenta  el  umbral  de  disparo  y  disminuye  el
umbral de corriente.

a)  Trazos  representativos  de  la  respuesta  a  la  inyecci6n  de  rna  rampa  de  corriente
creciente (550 pA/s) en neuronas de rebanadas en ambas condiciones. De esta manera se

puede medir el potencial al que se dispara la primera espiga. b) Resumen del unbral de
disparo   medido   mediante   este  protocolo   en   rebanadas  tratadas   con   TTX   (n=9)   y
rebanadas control (n=7).  Los valores de potencial han sido corregidos por potencial de

juntura, ~12 mv dadas las soluciones empleadas. c) Resumen de los valores de corriente
unbral medidos en ambas condiciones.

23



cambio, disminuye significativamente con la inactividad cr6nica (Fig. 6c), lo que sugiere

que   en   el   aumento   de   la  excitabilidad  hay  implicada  rna  mayor  resistencia  de

membrana, que hace, por ley de Ohm, que un estfmulo creciente de corriente se traduzca

en  rna  despolarizaci6n  mas  pronunciada  (como  se  puede  apreciar  comparando  las

pendientes  de  la  respuesta  de  voltaje  en  la  Fig.  6a).  La  disminuci6n  de  la  corriente

umbral  se  condice  ademas  con  menor  reobase  observada  en  rebanadas  sometidas  a

inactividad cr6nica (Fig.  5e),  lo  que resulta tambi6n consistente con un aumento  en la

resistencia de membrana.

La  evaluaci6n  de  un  posible  cambio  en  la  resistencia  de  membrana  tras  la

inactividad cr6nica se realiz6 a trav6s de la inyecci6n de pulsos cuadrados de corriente

hipexpolarizante de amplitud relativanente pequefia ®ara minimizar la contribuci6n de

conductancias activas), obteniendo la resistencia de membrana al dividir la amplitud de

la respuesta de voltaje por el pulso de corriente (Fig.  7a).   En las c6lulas de rebanadas

sometidas a inactividad cr6nica, la resistencia de membrana aumenta un 65%, pasando

de  115.3  ±  10.46  MQ  (n=13)  en  rebanadas  control  a  190.4  ±  12.73  MQ  (n=12)  en

rebanadas tratadas con TTX Q]ig. 7b).

Para  verificar  que  el  aunento  observado  en  la  respuesta  de  voltaje  en  las

neuronas  sometidas  a  inactividad  cr6nica  no   sea  un  fen6meno  que  se  manifiesta

exclusivamente en el rango de potencial de membrana en el que se realizan los pulsos, se

midi6  la resistencia mediante otro m6todo,  en el  que se  aplica rna rampa de corriente

desde  hiperpolarizante  hasta  despolarizante,  y  se  divide  la  pendiente  del  trano  mds

lineal de la respuesta de voltaje por la pendiente de la curva de corriente, obtenichdose

una medida de la resistencia (Fig. 7c).
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Figura 7:    El tratamiento cr6nico con TTX aumenta la resistencia de membl.ana de
las neuronas de CA1.

a) Trazos promedio de la respuesta a un pulso levemente hipelpolarizante en neuronas
representativas de ambas condiciones. A partir de la amplitud de la respuesta de voltaje
se  calcula  la  resistencia.  b)  Resumen  de  mediciones  de  resistencia  de  membrana  en
rebanadas control (n=13) y rebanadas inactivadas cr6nicamente (n=12).  c) Resumen de
mediciones  de  resistencia de  membrana calculada como  la divisi6n  entre  la pendiente
del segmento lineal de la respuesta de voltaje a una rampa de corriente y la pendiente de
la corriente.
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Este aumento de resistencia provoca que el canbio del potencial de membrana en

respuesta  a  rna   corriente   determinada   sea  mayor,   y   podria   ser  por   ende   ser   el

responsable del aumento de la excitabilidad que sucede a la inactividad cr6nica.
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Obietivo 2: Discernir si los cambios encontrados en la excitabilidad se
deben a propiedades intriusecas o sinapticas

Se ha descrito qpe existen cambios en las sinapsis, tanto glutamatergicas (Kim y

Tsien  2008;  Turrigiano  y  cols.  1998)  como  GABAdrgicas  (Karmarkar y  Buenomano

2006; Kilman y cols. 2002) en reapuesta a distintos paradigmas de inactividad cr6nica.

Existe, entonces, la posibilidad de que el aumento en la excitabilidad y la resistencia de

membrana  que  se  detect6  en  las  neuronas  de  CAl  tras  ser  sometidas  a  inactividad

cr6nica sea producto de dichos canbios sinapticos.

Contribuci6n  de  conductancias  sinapticas  a  la hiperexcitabilidad  por inactividad

cr6nica

Con   el   objetivo   de   evaluar   la   contribuci6n   sinaptica   al   aunento   en   la

excitabilidad,  se realizaron curvas de frecuencia 1;erg"s corriente en rebanadas tratadas

cr6nicanente con TTX y rebanadas control bloqueando, en el momento del registro, las

principales sinapsis rdpidas utilizando CNQX  10  LiM y PTX  100  L[M, que acthan sobre

receptores  glutamatergicos  de  tipo  AMPA y  de  receptores  GABAA/c,  respectivamente

(Fig.  8).  En estas  condiciones,  las  diferencias  entre  las  curvas  de rebanadas  control y

rebanadas cr6nicamente inactivas dejan de ser significativas (Fig 8), sugiriendo que las

conductancias   sinapticas  juegan  un  rol   en   la  adaptaci6n  de   la  excitabilidad   a  la

inactividad.
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Figura 8:   Efecto  de  inactividad  cr6nica  registrado  en  presencia  de  bloqueadores
sinapticos.

a)   Trazos   representativos   de   respuesta   a   la   inyecci6n   de   pulsos   de   corriente   de
amplitudes crecientes en neuronas registradas en presencia de CNQX  10 LLM y PTX  100

uM. b) Promedio de las curvas de frecuencia vs.  corriente. c) Resumen de las pendientes
de la curva de frecuencia vs'.  corriente de neuronas registradas en presencia de CNQX y
PTX.
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Aumento   de  resistencia  tras   tratamiento   con  TTX  se   debe  principalmente  a

cambios intrinsecos

Dado que despdes de la inactividad cr6hica la resistencia de membrana medida

sin bloqueadores sinapticos aumenta considerableinente (Fig. 7), una posible explicaci6n

de la atenuaci6n que se observa en el efecto de la inactividad cr6nica al evaluarlo con las

sinapsis bloqueadas, es que la contribuci6n de 6stas a la resistencia total de la membrana

sea  importante  en  condiciones  control,  y  el  tratamiento  cr6nico  con  TTX  disminuya

fuertemente el tono  sinaptico, aunentando la resistencia de la membrana, y con ella la

excitabilidad intrinseca. Se examin6, por ende, el cambio.en la resistencia de `membrana

de  las  neuronas  de  rebanadas  sometidas  a  inactividad  cr6nica y  rebanadas  control  en

presencia de CNQX y PTX (Fig. 9). /

Tanto en rebanadas tratadas cr6nicamente con TTX   como en rebanadas control,

las   c61ulas   registradas   en  presencia   de   bloqueadores   sinapticos   no   presentan  una

resistencia  de  membrana  significativanente  distinta  a  la  de  las  c6lulas  registradas  en

condiciones  normales  (Fig.  9).  Esto  indica  que  la  contribuci6n  de  las  cohductancias

sihapticas  a  la  conductancia  total  de  la  membrana  (reciproco  de  la  resistencia). es

despreciable comparada con las  conductancias intrinsecas   de las neuronas  de CAl  de

rebanadas  organotipicas  sometidas  a  tratamiento  con  TTX  o  rebanadas  control.  Por

tanto, las conductancias sinapticas no son las responsables del aumento en la resistencia

de membrana inducido por la inactividad cr6nica.
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Figura9:   El  aumento  de  resistencia  de  membrana  inducido  por  TTX  no  se  ve
alterado en presencia de bloqueadores sinfpticos.

a)   Trazos   promedio   de   la   respuesta   a   un   pulso   hipexpolarizante   en   neuronas
representativas. b) Resumen de la resistencia de membrana medida en rebanadas control
sin   (n=13)   y   con   (n=10)   CNQX   y  PTX   en  el   LCRA,   y   rebanadas   sometidas   a
inactivaci6n cr6nica registradas sin (n=12) y con (n=13) bloqueadores sinapticos.
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Estos   resultados   en   su   conjunto   sugieren  que   las   conductancias   sinapticas

contribuyen  parcialmente  al  aumento  de  la  excitabilidad  inducido  por  la  inactividad

cr6nica,  pero  no  lo  hacen participando  en el  aumento  de  la resistencia  de membrana.

Esta y otras posibles interpretaciones serin discutidas mas adelante.

Evaluaci6n de posible rol de Ih y conductancias pasivas de potasio

En   vista   de   que   el   aumento   de   la   re'sistencia   de   membrana   depende

exclusivamente   de   factores   intrinsecos,   a   continuaci6n   se   busc6   determinar   las

conductancias intrinsecas potencialmente responsables por el aunento de la resistencia

de membrana tras la inactividad cr6nica. La explicaci6n mas plausible para el aumento

de  la  resistencia  debido   a  factores   intrinsecos  podria  ser  una  disminuci6n  de  las

conductancias   de   potasio   constitutivamente   activas,   dado   que   son   las   principales

deteminantes del potencial de reposo  y la resistencia de membrana a dicho potencial.

Pal.a  esto   se  midi6   en  las  neuronas   de  rebanadas   control  y  rebanadas   incubadas

cr6nicamente  con TTX  el  potencial  de  membrana promedio  en  ausencia  de  corriente

inyectada,   lo   que,  tal   como   el  potencial   de  reposo,   dep?nde   directamente   de  las

conductancias que se encuentren espontineamente abiertas. El potencial en ausencia de

corriente se encuentra significativamente mas hipexpolarizado en las neuronas sometidas

a inactividad cr6nica (Fig.  10a). Esto puede deberse a un aumento de las conductancias

de  potasio  constitutivanente  abiertas,  pero  eso    significaria rna disminuci6n y no  un

aumento de la resistencia, y por lo tanto no explica el cambio de resistencia observado

tras TTX.
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Figura 10: Ni   la   corriente   h   ni   corrientes   pasivas   de   potasio   aparecen   como
responsab]es de[ aumento en la resistencia de membrana.

a) Resumen del potencial de membrana promedio registrado.  b) Trazos promedio de la
respuesta a un pulso hiperpolarizante (de  175 pA de anplitud en   la neurona control y -
100 pA en la neurona preincubada con TTX) en neuronas representativas. N6tese que la
rrespuesta, en lugar de ser una curva exponencial propia de un circuito RC, presenta un
mininimo, una deflexi6n y luego un estado estacionario de menor amplitud, evidencia de
Ih  c)  Resumen  de  los  valores  de  raz6n  de  deflexi6n,  medida  como  la  raz6n  entre  la
amplitud maxima de la respuesta y la amplitud en estado estacionario.
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Por otra parte,  el  aunento  de la resistencia de mequbrana medida a potenciales

subumbral podria ser debido a rna disminuci6n, en las rebanadas tratadas cr6nicamente

con  TTX,  de  la  corriente  activada  por  hipexpolarizaci6n,  Ih.  Esta  corriente  cati6nica

monovalente tiene un potencial de reversi6n de aproximadamente -40 mv, y rna curva

de dependencia de potencial que basicamente la abre mas mientras mas hiperpolarizado

sea  el  potencial  (Robinson  y  Siegelbaun  2003).  En  caso  de  disminuir  la  Ih  tras  el

tratamiento  con  TTX,  su  efecto  en  la  medici6n  de  la  resistencia  mediante  un  pulso

hipexpolarizante podria ser doble. En primer lugar, al estar presente la Ih, esta aumenta al

hiperpolarizar la membrana, y al ser una corriente despolarizante a potencial de reposo,

antagoniza con la respuesta de voltaje  al pulso  de prueba,  disminuyendo  su anplitud.

Adicionalmente,  al  aumentar  la  Ih,   como  cualquier  conductancia,  la  resistencia  de

membrana disminuye.

Para  evaluar  si  hay  una  expresi6n  diferencial   de  Ih  entre   las  neuronas  de

rebanadas control y rebanadas sometidas a inactividad cr6nica, se estim6 indirectanente

su contribuci6n midiendo la raz6n de deflexi6n, i.e., la raz6n entre la respuesta maxima

de voltaje a un pulso hipexpolarizante y la respuesta en estado estacionario (Fig.  lob y

c).  En una c6lula carente  de  Ih,  al no haber corriente  despolarizante  en respuesta a la

hiperpolarizaci6n, la respuesta mckima se producirfa en el estado estacionario, y el valor

de la raz6n de deflexi6n seria 1. Observamos que en las neuronas de ambas condiciones

existe la deflexi6n caracteristica de la.Ih, y en las neuronas tratadas con TTX la raz6n de

deflexi6n es  levemente mayor (Fig.  lob),  sugiriendo una menor contribuci6n de la Ih,

pero esta diferencia no es significativa (Fig.  10c), por lo que el aporte de una expresi6n
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diferencial  de  esta  corriente  al  aumento  de  la resistencia observado  en respuesta a la

inactividad cr6nica, de existir, es menor.

Una vez descartado  el aporte de las conductancias  sihapticas, las conductancias

de  potasio  constitutivamente  activas  y  la baja  contribuci6n  Ih  sobre  la  resistencia  de

membrana,  se plantea como una altemativa que el aunento de la resistencia podia ser

explicado no por cambios en rna conductancia especifica, sino que por una disminuci6n

en la superficie total de la membrana somatica y/o somatodendritica.

En suma,1os experimentos realizados bajo el bloqueo agudo de las conductancias

sinapticas  indican  que  canbios  en  dichas  conductancias  contribuyen  parcialmente  al

aumento de la excitabilidad tras la inactividad cr6nica, y que el aumento concomitante

de  la  resistencia  de  membrana  se  debe  a  factores  intrinsecos.  En  tiltimo  t6rmino,  el

aunento  en  la  excitabilidad  podria  emerger  de  rna  combinaci6n  entre  el  aumento

intrinseco de la resistencia y los cambios sinapticos.
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Obietivo  3:  Dilucidar  el  mecanismo  de  sefializaci6n  que  media  ]os
cambius en la excitabilidad producidus por inactividad cr6nica

El  principal  mecanismo  de  acoplamielito  que  se  ha  descrito  entre  actividad

neuronal y la sefi.alizaci6n celular es la entrada de  calcio por canales  dependientes de

voltate (Simms y Zamponi 2014). En ese sentido, la ausencia prolongada de potenciales

de acci6n produce una disminuci6n de la entrada de calcio a travds de canales de calcio

dependientes  de  voltqje,  ya  que requieren  de  la despolarizaci6n  de  la membrana para

\  permear calcio  (Catterall 2011) y esto puede a su vez conducir a importantes cambios

en la sefializaci6n dependiente de calcio.

Bloqueo cr6nico de canales de calcio tipo L

El principal canal de calcio dependiente de voltaje que se ha visto implicado en

la plasticidad homeostatica  son  los  canales tipo  L  (Goold y Nicoll  2010;  Ibata y  cols.

2008;  Thiagarajan y cols.  2005).  Para verificar si  el  cierre cr6hico  de  canales de calcio

dependientes  de voltaje tipo  L es por si  solo  suficiente para  generar el  aumento  en la

excitabilidad  que   se  produce  tras   la  inactividad   cr6nica,   se   registraron  rebanadas

incubadas durante 3 a 4 dias con nifedipina, un bloqueador especifico de dichos canales

(Tsien y cols.1988).

Las neuronas de rebanadas tratadas cr6hicamente con nifedipina 20 LLM muestran

rna mayor excitabilidad que las neuronas de rebanadas control (Fig.  11), reproduciendo

por  si  mismo  el  aumento  de  excitabilidad  mostrado  por  las  neuronas  de  rebanadas
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Figura 11: El bloqueo  cr6nico  de canales  de  calcio  dependientes  de voltaje tipo  L
aumenta la excitabilidad de neuronas de CA1.

a)  Trazos  representativos  de  la  frecuencia  de  disparo  obtenida  a  distintos  niveles  de
inyecci6n de corriente despolarizante.  Las neuronas de rebanadas incubadas 3  dias con
n.ifedipina 20  LiM disparan a mayor frecuencia que las neuronas control al mismo nivel
de  estimulaci6n.   b)  Grafico  resumen  de  la  frecuencia  de  disparo  en  funci6n  de  la
coITiente inyectada.
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sometidas a inactividad cr6nica. Esto sugiere que la inactividad cr6nica podria aumentar

la excitabilidad a trav6s de la disminuci6n de la entrada de calcio a trav6s de los canales

tipo   L,   y   la  consiguiente   disminuci6n  de   la  activaci6n  t6nica   de   alguna  via  de

sefializaci6n dependiente de calcio.

Inhibici6n cr6nica de CaMKII

Al  ser  capaz  de  unirse  a  los  canales  de  calcio  dependientes  de  voltaje  tipo  L

(Hudmon  y  cols.  2005),  CaMKII  es  un  sensor  privilegiado  de  la  entrada  de  calcio

inducida por despolarizaci6n de la membrana.

Con el fin de estudiar la posible participaci6n de la inactivaci6n de CaMKII en la

adapta6i6n a la inactividad, se evalu6 si la inhibici6n farmacol6gica cr6nica de CaMKII

es  suficiente para  aumentar  la  excitabilidad.  Para esto  se  utiliz6  tatcN21,  un p6ptido

derivado  de  la proteina  end6gena  CaMKIIN,  el  inhibidor  mas  potente. y  selectivo  de

CaMKII (Chang y cols.1998; Chang y cols. 2001). Se incubaron rebanadas 3-4 dias con

tatcN21   5   L[M  o  igual  concentraci6n  de  un  p6ptido  control  (£crczmb/cc7,  SCR)  que

contiene la misma composici6n aminoacidica de CN21 pero en desorden, mas la misma

secuencia tat de incoxporaci6n a la c6lula. Se registraron neuronas de CAl de rebanadas

tratadas cr6nicamente con cada p6ptido, y neuronas de rebanadas control mantenidas los

mismos dias en medio de cultivo normal.

La excitabilidad de las neuronas de rebanadas tratadas cr6nicamente con CN21

no aumenta con respecto a la de las neuronas de rebanadas tratadas con SCR y rebanadas

control (Fig.  12), lo que sugiere que la disminuci6n de la actividad de CaMKII no seria

parte del mecanismo de sefializaci6n que genera la adaptaci6n a la inactividad.
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Figura 12: La  inliibici6n  especifica  de  CaMKII  no  produce  cambios  significativos
en la excitabilidad.

a)  Trazos  representativos  de  la  reapuesta de  potencial  a  estimulos  despolarizantes.  b)
Promedio de las curvas de frecuencia us. corriente.
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Rol de CaMKIV en la adaptaci6n de la excitabilidad

CaMKIV  se encuentra en gran proporci6n al interior del ndcleo y ser capaz de

responder a ondas de calcio .somaticas alterando la expresi6n g6nica (Bito y cols.  1996;

Wayman y  cols.  2011),  y  con  anterioridad  se  ha  encontrado  que  esta  involucrada en

otros tipos  de plasticidad homeostatica,  como  el escalaniento  sinaptico  en respuesta a  `

inactividad (Ibata y cols. 2008). Es por esto que CaMKIV fue el siguiente candidato que

evaluamos  como  posible  sensor  de  calcio  en  la  adaptaci6n  de  la  excitabilidad  a  la

inactividad.

Para estudiar la participaci6n de  CaMKIV,  se registraron neuronas piramidales

de  CAl  de rebanadas  organotipicas tras  la incubaci6n durante  3-4 dias con KN-93  10

LtM,  un  inhibidor  bien  caracterizado  de  la  activaci6n  de  CaMKII  y  CaMKIV  por

calcio/calmodulina  (Sumi  y  cols.   1991;   Enslen  y  cols.   1994).   Al  no  haber  efecto

distinguible  tras  la  inhibici6n  de  CaMKII  con  un  p6ptido  especifico  (Fig.  12),  si  se

detectan cambios en la excitabilidad tras la aplicaci6n de KN-93, esa diferencia podria

ser atribuible a la inhibici6n de CaMKIV.

El  tratamiento  con  KN-93  desplaza  la  curva  de  frecuencia  de  disparo  vers#s

corriente  hacia  mayores  tasas  de  disparo  en  respuesta  a  las  mismas  intensidades  de

corriente (Fig. 13), de manera muy similar a lo que sucede en respuesta a la inactividad

cr6nica.  Con el prop6sito de verificar si el aumento de la excitabilidad generado por la

inhibici6n  famacol6gica  de  las  CaMKs  con  KN-93  es  debido  a  su  acci6n  contra  la

activaci6n  de  las  enzimas,  o  bien  debido  a  sus  efectos  inespecificos  de  bloqueo  de

canales de potasio y calcio  (Gao y cols.  2006;  Li y cols.  1992),  se registraron neuronas
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200  pA

150  pA
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KN-93                                             KN-92
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100

Corriente  (pA)

Figura 13: Ija   inhibici6n   farmacol6gica   simultanea   de   CaMKII   y   CaMKIV
aumenta la excitabilidad de las neuronas de CA1.

a)  Trazos  representativos  de  la  frecuencia  de  disparo  obtenida  a  distintos  niveles  de
inyecci6n de corriente despolarizante. Las neuronas de rebanadas tratadas cr6nicamente
con 10 LiM  KN-93 disparan a mayor frecuencia que las neuronas control al mismo nivel
de estumilaci6n.  Las neuronas de rebanadas tratadas con  10  LiM de KN-92, en cambio,
no  muestran mayor alteraci6n  en  su  frecuencia de  disparo.    b)  Gralico  resumen  de  la
fiecuencia de disparo en funci6n de la corriente inyectada.
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de rebanadas incubadas cr6nicamente con KN-92, un analogo estructural de KN-93  que

tiene  los  mismo  efectos  inespeciflcos,  pero  carece  de  actividad  inhibitoria  de  CaMKs

(Rezazadeh  y  cols.  2006).  Se  encontr6  que  las  neuronas  de  rebanadas  sometidas  al

tratamiento  con .KN92  presentan  un  patr6n  de  excitabilidad  indistinguible  al  de  las

neuronas' control  (Fig.  13).  En  sulna,  estos  resultados  muestran  que  el  solo  hecho  de

inhibir  la activaci6n de  ambas  CaMKs  de  manera cr6nica produce  un  aumento  en la

excitabilidad de las neuronas de CA1,1o que, sumado a que la inhibici6n especifica de

CaMKII  no  tiene  efecto  alguno  (Fig.  12),  sugiere  la participaci6n  de  CaMKIV  en  la

adaptaci6n de la excitabilidad a la inactividad.

Oclusi6n entl.e la inactividad cr6nica y la inhibici6n de CaMKs

Si   efectivamente   la   inactivaci6n   de   CaMKIV   se   encuentra   rio   abajo   del

silenciamiento   de   los   impulsos   nerviosos   en   el   mecanismo   de   adaptaci6n   de   la

excitabilidad,   el   efecto   de   la  inactividad   cr6nica  con  TTX  y  el   de   la  inhibici6n

farmacol6gica de CaMKs deberian ocluirse.  Para verificar si dicha oclusi6n sucede,  se

co-incubaron rebanadas durante 3 dias con TTX y KN-93 .

La frecuencia de respuesta a la inyecci6n de corriente en las c6lulas de rebanadas

co'-incubadas con TTX y KN-93 es indistinguible de la de rebanadas tratadas tinicamente

con TTX (Fig.  14).  El hecho  de  que la inhibici6n de  CaMKs y la inactividad cr6nica

tengan virtualmente el mismo efecto 'sobre la excitabilidad, y que la magnitud de dichos

efectos  no  sea  aditiva,   apunta  a  una  posible  oclusi6n  de  los  efectos  debida  a  su

participaci6n en un mecanismo compartido.
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a           control KN93+TTX

--:-:u;::::I:-;.:-:,:-:,i::I:
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Corriente  (pA)

Figura 14: I,os cambios en excitabilidad provocadus por la inactividad cr6nica y la
inhibici6n de CaMKs no son aditivos.

•a)  Trazos  representativos  de  la  respuesta  de  potencial  a estimulos  despolarizantes.  b)

Promedio de las curvas de frecuencia 1;s,  corriente.
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Discusi6n

Aumento de la excitabilidad tras la inactividad cr6nica

En  la  presente  investigaci6n  se  mostr6,  en  primer  lugar,  el  aunento  de  la

excitabilidad inducido por la inactividad cr6nica en neuronas de CA1.  Esto se condice

con   observaciones   de   investigaciones   previas   en   cultivo   organotipico   hipocampal

(Karmarkar y  Buonomano  2006)  y  cultivo  de neuronas  corticales  disociadas  (Desai  y

cols.  1999`).  A  diferencia de  lo  que  sucede  en neuronas  corticales  disociadas  (Desai y

cols.  1999), y en concomitancia con lo que se habfa encontrado previamente en cultivo

organotipico   hipocampal   (Karmarkar   y   Buonomano   2006),   dicho   aumento   de   la

excitabilidad  no  se  correlaciona  con  rna  disminuci6n  en  el  umbral  de  disparo  del

potencial de acci6n, sino con un aumento en la resistencia de membrana.

Cabe  destacar  que  en  distintos  modelos  de  circuitos  neuronales  se  observan

compensaciones   homeostaticas   ante   la   inactividad,   en   este   caso   a   nivel   de   la

excitabilidad,  pero  a  su  vez  los  mecanismos  mediante  los  que   se  manifiesta  esta

adaptaci6n pueden diferir.

Contribuci6n sinfptica a la adaptaci6n de la excitabilidad

Al evaluar la contribuci6n sinaptica se mostr6 que el aumento de la resistencia de

membrana inducido por la inactivaci6n cr6nica es casi exclusivamente debido a cambios

intrinsecos, ya que en presencia de bloqueadores sinapticos no se alteran en lo absQluto

las  mediciones  de resistencia.  A  la vez  se  encontr6  que  el  bloqueo  de  las principales

43



sinapsis rapidas  durante  el  registro  atenda las  diferencias  en excitabilidad encontradas

entre  el  tratamiento  cr6nico  con  TTX  y  la  condici6n  control.  Esto  sugiere  que  tanto

cambios intrfnsecos como sinapticos contribulriari al incremento de la excitabilidad por

inactividad cr6hica.

Un  posible  mecanismo  que  explica  el  efecto  sinaptico  en  la  adaptaci6n  a  la

inactividad   es   que   las   sinapsis   ilihibitorias   predominen   en   condiciones   control,

interfiriendo con las rifagas de potenciales de acci6n, y que en respuesta a la inactividad

cr6nica, junto con el leve aumento de la transmisi6n glutamat5rgica (Kin y Tsien 2008),

disminuya  de  manera importante  el  tono  GABA5rgico,  permitiendo  mayores  tasas  de

disparo.  Tal  posible  disminuci6n    del  tono  inhibitorio  en  respuesta  a  la  inactividad

cr6nica se ha observado  en cultivos  de neuronas corticales  disociadas  (Kilman y cols.

2002) y en cultivo organotipico hipocampal, aunque en este dltimo caso en respuesta a

'     un   paradigma      sinaptico   de   inactividad   (Karmarkar   y   Buonomano   2006).   Una

disminuci6n  del  tono  GABA5rgico  podria  explicar  ademas  la  hipexpolarizaci6n  del

potencial  de  membrana  que  se  encontr6  en  las  neuronas  de  rebanadas  incubadas  con

TTX, debido a que el potencial de equilibrio del cloruro es mds despolarizado que el de

potasio.

Adicionalmente,  entre  los  genes  blanco  del  factor  de  transcripci6n  CREB  se

encuentran el receptor de GABA tipo 8 y la proteina asociada al receptor de GABA tipo

A   (GABARP)   (Impey   y   cols.   2004),   que   promueve   la   formaci6n   de   sinapsis

GABA6rgicas  (Leil y  cols.  2004;  Chen y  cols.  2000).  Si  la inactividad cr6nica  genera

una disminuci6n de la expresi6n de los genes blanco de CREB por la menor activaci6n
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de  la  via  Cavl-calcio/CaM-CaMKIV-CREB,  esto  podria  implicar  directamente  una

disminuci6n del peso GABAergico.                                                                  i

Canales de calcio tipo L como principal sensor en plasticidad homeostatica

En busca del mecanismo molecular que genera la adaptaci6n de la excitabilidad a

la inactividad, se mostr6 que el bloqueo de canales de calcio tipo L imita el aumento en

la excitabilidad generado por la inactividad cr6nica, apuntando a la inactividad de dichos

canales   como   el   iniciador   de   la  respuesta   de   sefializaci6n.   Esto   se   condice   con

investigaciones previas  en cultivos  de neuronas  disociadas  que han encontrado  que  el

bloqueo  de  canales  de  calcio  tipo  L  imita,  total  o  parcialmente,  la  adaptaci6n  de  las

sinapsis glutanat6rgicas a la inactividad (Ibata y cols. 2008; Thiagarajan y cols. 2005).

Mas aun, en paradigmas de plasticidad homeostatica de adaptaci6n a la hiperactividad,

se ha encontrado que la apertura de los canales de calcio tipo L es fundamental para que

se  produzca  una  disminuci6n  global  de  la  fuerza  sinaptica  de  las  neuronas  (Goold  y

Nicoll  2010),  lo  que  sumado  a  los  resultados  obtenidos  en  la  presente  investigaci6n

postula  a  los  canales  de  calcio  tipo  L  como  el  sensor  maestro  en  lo  que  respecta  a

fen6menos de homeostasis de la actividad neuronal.

CaMKII no.participa en la adaptaci6n de la excitabilidad a la inactividad

Como  candidato natural de rna cascada dependiente de actividad a trav5s de la

entrada de  calcio,  se  investig6  la participaci6n de  CaM  quinasas.  En primer lugar,  se

encontr6  que  la inhibici6n  cr6nica  y  especifica  de  CaMKII  no .genera  cambios  en  la

excitabilidad  de  las  neuronas  de  CA1.  Previamente,  se  habia reportado  en  cultivo  de
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neuronas que CaMKII no participaria en la adaptaci6n sinaptica a la inactividad (Ibata y

cols.  2008),  lo  que  va  en  la  misma  linea  con  lo  observado  en  la  adaptaci6n  de  la

excitabilidad en rebanadas hipocampales organotipicas en la presente investigaci6n.

CaMKIV como posib]e regu]ador bidireccional de la plasticidad homeostftica

A  continuaci6n  evaluamos  la posible participaci6n  de  CaMKIV.  Dado  que  los

canales  de  calcio  tipo  L  son capaces de promover la entrada de  calcio/CaM  al nticleo

(Deisseroth y cols.  1998; Ma y cols. 2014) y de esta manera activar CaMKIV, y dada la

capacidad de esta tlltima de regular la transcripci6n al fosforilar a CREB  (Bito y cols.

1996;  Impey  y  cols.  2002;  Wayman  y  cols.  2008),  esta  quinasa  es  un  buen  candidato

como sefializador transcripcional de cambios en la actividad.  Tras la aplicaci6n cr6nica

de un inhibidor general de CaM quinasas,  se produce un aumento en la excitabilidad a

niveles  cercanos  a  los  encontrados  en  neuronas  de  rebanadas  sometidas  a  inactividad

cr6nica.  Al  no  haberse  encontrado  participaci6n  de  CaMKII  utilizando  un  inhibidor

especifico,  se podria inferir que  la inhibici6n cr6nica de CaMKIV  seria suficiente para

producir  un  aumento  en  la  excitabilidad  que  imita  el  efecto  de  la  inactividad.  Estos

resultados  son  compatibles  con  descripciones  previas  de  que  la  inhibici6n  cr6nica  de

CaMKIV  mediante  la  sobreexpresi6n  de  un  dominante  negativo  genera  en  neuronas

corticales  cultivadas  un  escalamiento  sinaptico  similar al  producido  por  la  inactividad

cr6nica (Ibata y cols.  2008).  Si a esto se suma el hecho de que en neuronas de CAl  de

rebanadas  organotipicas  hipocalnpales  la  depresi6n  sinaptica  evocada  por  aumento
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cr6nico en la actividad requiere de la actividad de CaMKIV (Goold y Nicoll 2010),  se

consolida  la  hip6tesis  del  eje  entre  canales  de  calcio  tipo  L  y  CaMKIV  como  un

regulador bidireccional de la homeostasis de la actividad neuronal.

En  un  contexto   en  el   que   en  el   que   los   fen6menos   homeostaticos  tienen

manifestaciones  y  mecanismos  muy  diversos  seg`in  el  sistema  neuronal  estudiado  y

segdn  si  la  adaptaci6n  es  a la inactividad  o  la hiperactividad,  resulta muy  interesante

encontrar  en  los  canales  de  calcio  tipo  L  y  CaMKIV  un  mecanismo  relativanente

generalizado.

Modelo propuesto

El hecho de que tanto el bloqueo de canales de calcio tipo L como la inhibici6n

farmacol6gica de la activaci6n de CaMKs produzcan un efecto en el mismo sentido que

la inactividad cr6nica, y que estos efectos no sean aditivos, abre la posibilidad de que la

inactividad disminuya los niveles t6hicos de actividad de CaMKs, y que la inactivaci6n

de  CaMKIV  generare  el  aumento  de  la  excitabilidad.  Lo  anterior permite  plantear  el

siguiente modelo (Fig.  15): la ausencia prolongada de potenciales de acci6n produce una

disminuci6n de la entrada de calcio a trav6s de canales de calcio dependientes de voltaje,

ya que requieren de la despolarizaci6n de la membrana para permear calcio.  CaMKIV,

en tanto, es un efector privilegiado de la sefializaci6n por calcio debido a su dependencia

de calcio/CaM y su localizaci6n nuclear (Wayman y cols. 2011 ).

Es esperable, por ende, que la disminuci6n de la entrada de calcio en condiciones

de inactividad cr6nica lleve a una disminuci6n de los niveles de activaci6n de CaMKIV,
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J, Actividad J. Apertura de Cavl

J. Entrada de Ca2+

A Exc-ltaE)ilidad

Jr Activaci6n de CaMKIV

Figura 15: Esquema del mecanismo propuesto.

1) La ausencia de potenciales de acci6n evita la apertura de los canales de calcio tipo L,
lo que conlleva (2) rna disminuei6n de la entrada de calcio. 3) Al disminuir la entrada de
ccalcio,  disminuye  a su vez  la activaci6n de  CaMKIV.  4)  Se  pierde  la fusforilaci6n de
CREB, disminuye la transcripci6n de sus genes blanco, y esto genera de alguna inanera
un aumento en la excitabilidad de las neuronas.
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y  que  disminuya la fosforilaci6n  de  CREB  y  CBP  (Bito  y  cols.  1996;  Impey  y  cols.

2002),  con la consiguiente disminuci6n de la expresi6n de sus  genes blanco  (Impey y

cols. 2004).

En este contexto se explica que la inhibici6n farmacol6gica de la activaci6n de

CaMKs  durante  el tratamiento  de  inactividad  cr6nica no  altera el resultado  observado

con la incubaci6n de TTX por si solo, debido a que se esta aplicando un inhibidor a rna

enzima que ya se encontraria inactiva.

El modelo descrito tiene algunos puntos atn sin demostrar, pero algunos de ellos

son verificables. De ser correcto el modelo, se deberia poder medir una disminuci6n en

la fosforilaci6n de CREB en las rebanadas tratadas cr6hicamente con TTX.

Por otra parte,  si  la reducci6n de la activaci6n de  CaMKIV  es responsable  del

aumento en la excitabilidad inducido por el tratamiento cr6nico con TTX, este fen6meno

deberia  evitarse  en  neuronas  que  sobreexpresen  CaMKIV  mutante  constitutivamente

activa.,  en la que  se  elimina el  dominio  autoinhibitorio, previniendo la obstrucci6n del

dominio catalitico de la enzima (Ho y cols.1996).

El modelo debe dar cuenta ademds del hecho de que, pese a alcanzar niveles de

excitabilidad muy similares  a los  obtenidos  con el tratamiento  con TTX,  la aplicaci6n

prolongada de KN-93  genera un aumento en la excitabilidad que resulta menor que la

producida por la inactividad cr6nica o el bloqueo cr6nico de los canales de calcio tipo L.

Una explicaci6n sencilla de este fen6meno se obtiene al considerar la intensidad de los
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tratamientos.   Las   concentraciones   utilizadas   de  TTX   eliminan   completamente  los

potenciales de acci6n, por lo que el efecto de adaptaci6n a la inactividad es matimo. La

inhibici6n de la activaci6n de CaMKs por KN-93  puede no ser completa, produciendo

un aumento menor de la excitabilidad.

Otro  aspecto  a  considerar  es  que  multiples  neuronas  sometidas  a  los  distintos

tratamientos   en   la   presente   investigaci6n   llegan   a   un   mismo   nivel   maximo   de

excitabilidad, indicando que estos niveles podrian estar limitados por condicionantes de

las conductancias que participan en el potencial de acci6n de estas neuronas.
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Conclusiones

o    La inactividad cr6nica produce ut aumento  de la excitabilidad de las neuronas de
CAl de rebanadas organotfpicas hipocampales.

o    En neuronas de rebanadas sometidas a inactividad cr6nica se produce un importante
aumento  de  la  resistencia  de  membrana,  que  puede  contribuir  al  aumento  de  la
excitabilidad, pero no lo explica por si solo.

o    Los cambios en las conductancias sinapticas en respuesta a la inactividad cr6nica no
influyen en el aumento  en la resistencia de membrana, pero pueden contribuir a la
adaptaci6n de la excitabilidad de membrana de las neuronas de CA1.

o    El   bloqueo   cr6nico   de   canales   de   calcio   tipo  .L   genera   un   aumento   en   la
excitabilidad comparable  al  inducido por la inactividad cr6nica, por lo  que podria
representar el iniciador de la sefializaci6n en la adaptaci6n a la inactividad.

o    El que la inhibici6n cr6nica especifica de CaMKII no altere la excitabilidad de las
neuronas  de  CA1,  y  la  inhibici6n  general  de  CaM  quinasas  la  aumente,  hace

postular a CaMKIV  como parte  de  la cascada de  sefializaci6n de  adaptaci6n a la
inactividad.

o    Finalmente, el hecho de que el aumento de la excitabilidad por inactividad cr6nica y

por inhibici6n farmacol6gica de CaMKs no sean aditivos, permite proponer que la
inactivaci6n de  CaMKIV podn'a ser parte del mecanismo molecular de adaptaci6n
de a la inactividad.
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