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RESUREN

La neurotrofina BDNF cumple th papel esencial en fen6menos que van desde

plasticidad sinaptica implicada en memoria y aprendizaje hasta epilepsia. El exceso de

BDNF subyace a la fisiopatologia de la epilepsia del 16bulo temporal (TLE). La TLE se

adquiere en el adulto despu5s de un insulto inicial, como lo es rna convulsi6n continua

(Status  Epilepticus  o  SE).  EI  SE  induce  una  reorganizaci6n  de  circuitos  neuronales

hipocampales  durante  el  periodo  de  epileptog6nesis,  que  depende  de  BDNF  y  su

receptor, TrkB. TrkB es una tirosina quinasa transmembrana que al unir a la neurotrofina

se  autofosforila,   lo   que  activa  tres  vias   de   sefializaci6n:   MAP   quinasas  Erkl/2,

fofatidilinositol  3  quinasa  (P13K)  y  fosfolipasa  C-y  (PLC-y).  BDNF  y  su  precursor

proBDNF, tambi5n activan a un receptor estructuralmente no relacionado,  el receptor

Para todas las neurotrofinas p75NTR.

BDNF  se  libera principalmente  en  sinapsis  excitadoras,  donde  se  encuentran

estructuras    especializadas    en    las    espinas    dendriticas    denominadas    densidades

postsinapticas  (DPS).  Las  DPSs  contienen  a  los  receptores  para  L-glutamato  y  al

receptor TrkB.  El receptor ionotr6pico para L-glutamato  tipo NMDA  a-NMDA)  es

potenciado  por  BDNF/TrkB,  a  trav6s  de  mecanismos  se  sefializaci6n  intracelular,

particularmente fosforilaci6n de proteinas. Datos de nuestro laboratorio mostraron que el

nivel de True  en DPS  aumenta en 600% despu6s de  SE,  lo que periniti6 plantear la

siguiente hip6tesis:  La potenciaci6n del R-NMDA por BDNFITrkB  en densidades
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postsinfpticas estf aumentada despu6s de SE e involucra vias celulares especiflcas.

Este mecanismo seria pro-epileptog6nico.

Para estudiar la regulaci6n propuesta, se aislaron DPSs desde telenc6falo de ratas

adultas y se microinyectaron en ovocito§ de JFe77ap"£ /czevz.s, con el fin de registrar las

corrientes  activadas  por  NMDA  mediante  la  t6cnica  de  fijaci6n  de  potencial,  en

presencia y ausencia de BDNF. Por otro lado, se cuantificaron los niveles relativos de

proteinas  y  el  nivel  de  fosforilaci6n  (activaci6n)  de  Trlrfe  mediante  Western blots  e

irmunoprecipitaciones.

En   ovocitos   inyectados   con   DPSs   control,   BDNF      indujo   dos   tipos   de

modulaciones   del   R-NNI)A:   inhibici6n   (500/o)   o   potenciaci6n   (30°/o).   Mediante

estrategias farmacol6gicas, se mostr6 que la potenciaci6n dependia de TrkB, de P13K y

de Erk  1/2.  En cambio,  la inhibici6n era TrkB-independiente y dependia del receptor

p75NIR

Por otra parte,  en el  81%  de los  ovocitos  inyectados con DPS  despu6s  de SE

(DPS-SE),  BDNF  inhibi6  al  R-NMDA.  Esta inhibici6n fue  independiente  de p75NTR,

pero  dependiente  de  TrkB,  P13K  y  Erk   1/2.  Al  aislar  DPSs-SE  desde  corteza  e

hipocampo  separadaniente,  encontranos  que  BDNF/TrkB  inhibe  al  R-NMDA  en  el

100% de DPSs corticales, pero nunca en DPSs hipocampales. En SE-DPSs, el nivel de

fosforilaci6n   de   Thd3   se   encuentra   disminuido,   lo   que   fue   corroborado   por

inmunoprecipitaci6n  de  TrkB.   Tanbi6n  encontramos  que  la  6xido  m'trico  sintasa

neuronal (hNOS) interactha con el receptor en corteza, no asf en hipocampo. Resultados

preliminares   electrofisiol6gicos   sugieren   que   6xido   m'trico   es   responsable   de   la

inhibici6n del R-NMDA despdes de SE.
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Conclusiones:  1.- En DPS control, TrkB y p75NTR regular al R-NMDA en forma

antag6nica.  2.- Despu6s  de  SE,   Trld3  no  fosforilado  inhibe al R-NMDA en corteza

cerebral pero no en hipocampo.

La inhibici6n del R-NMDA por TrkB despu5s de SE sugiere que BDNF induce

rna respuesta de tipo homeostatica en sinapsis  corticales, pero no hipocampales, que

contribuiria  a  inhibir  la  propagaci6n  de  descargas  neuronales  generadas  en  el  foco

epil5ptico.  El presente trabajo permiti6 avanzar en la comprensi6n de los mecanismos

activados  por  TrkB  en  las  sinapsis,  los  que  participarian  en  plasticidad  sinaptica

asociativa y/o homeostatica.
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SuMn4AR¥

The neurotrophin BDNF plays aft essential role in diverse phenomena, ranging

from synaptic plasticity implicated in leaming and memory to epilepsy. An excess of

BDNF underlies the pathophysiology of temporal lobe epilepsy (TLE). TLE is acquired

in the adult brain following an insult, like a continuous  seizure or Status Epilepticus

(SE).  SE produces a neuronal and functional reorganization, or epileptogenesis, which

depends  on BDNF  and  its  receptor,  TrkB.  TrkB  is  a transmembrane tyrosine kinase

which   becomes   autophosphorylated   following   interaction   with   its   ligand.   The

autophosphorylation,  in turn,  activates  3  signaling  pathways:  Erk  1/2  MAP  kinases,

phosphatidyliolitol-3-kinase  Q'13K)  and  phospholipase  C-y  ¢LC-y).  BDNF  and  its

precursor   proBDNF    also    activate   a   structural   unrelated   receptor,   the   p75NTR

neurotrophin receptor.

BDNF is mainly released at excitatory synapses, where specialized structures in

the dendritic spine,  called postsynaptic densities (PSD), are located. PSDs contain the

91utaniate and Trldi receptors. BDNF/ Trldi is known to potentiate the NMDA-R. Data

fi.om our laboratory show that the level of TrkB in PSDs is increased up to 600°/o after

SE. Therefore, we postulate the following hypothesis: BDNF/Trld3-dependent NMDA-

R potentiation is increased after SE and involves specific cellular pathways. This

mechanism might contribute to epileptogenesis. To study the pathways that mediate the

proposed regulation, rat forebrain PSDs were microinj ected into Jre7?apz/s /crew.s oocytes,



in  order  to   record  the  NMDA-activated  macroscopic   currents  by  voltage   clamp

techniques, both in the presence and absence of BDNF. In addition, the relative protein

levels   and   of  Thd3   and   phospho-TrlB   were   quantified   by   Western  Blot   and

immunoprecipitation techniques.       In   oocytes   injected   with   control   PSDs,   BDNF

induced two  types  of NMDA-R modulation:  inhibition (50°/o  of the  experiments)  or

potentiation (30% of the experiments). Using pharmacological strategies, it was shown

that potentiation depended on TrkB, P13K and Erkl/2, whereas the inhibition was TrkB-

independent and but depended on the p75NTR receptor.

On the other side, in 81% of the oocytes injected with PSDs isolated after SE

(SE-PSD), BDNF ihhibited the NMDA-R. This inhibition was p75NTR-independent, but

TrkB, P13K and Erkl/2-dependent. When cortical and hippocampal PSDs were isolated

separately, we found a 100% inhibition in cortical SE-PSDs, but never in hippocanpal

SE-PSDs.  In  SE-PSDs,  the  phosphorylation  level  of TrkB  was  decreased.  This  was

confirmed  by  immunoprecipitation.  In  Trld3  immunoprecipitates  from  cortical  and

hippocanpal PSDs, we found that neuronal Nitric Oxide Synthase (INOS) interacts with

the  receptor  in  brain  cortex  but  not  hippocanpus.  Preliminary  electrophysiological

studies suggest that nitric oxide is responsible for the inhibition of NMDA-Rs after SE.

Conclusions:  1.  -In control PSDs, Thd3 and p75NIR regulate antagonically the

NMDA-R. 2.  - After SE, non-phosphorylated TkB is able to inhibit the NMDA-R in

cerebral cortex but not hippocanipus.

The  TrkB-dependent  inhibition  of NMDA-R  after  SE  suggests  that  BDNF

induces   a  homeostatic-type  response   in  cortical,   but  not  hippocampal,   synapses,

contributing to inhibiting neuronal discharge propagation trough the cerebral cortex. The



present work allows  a better understanding of the mechanisms  activated by synaptic

TrkB, which may be involved in associative as well as homeostatic synaptic plasticity.
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INTRODUCC16N

1.   NEUROTROFINAS Y SUS RECEPTORES.

Las neurotrofinas son rna familia de proteinas esenciales para el desarrollo del

Sistema Nervioso Central (SNC) en vertebrados. En mamfferos, existen 4 neurotrofinas:

el  factor  de  crecimiento  nervioso  QTGF),  el  factor  neurotr6fico  derivado  de  cerebro

(BDNF), 1a neurotrofma 3 QTT3) y la neurotrofina 4/5 QTT4/5). Estas proteinas, ademas,

son capaces de regular la morfologia y funci6n de las neuronas en el  SNC adulto. En

particular,  BDNF  regula  el  crecimiento  axonal  y  dendritico,  morfologfa  sihaptica,

liberaci6n de neurotransmisores, potenciaci6n de larga duraci6n (LTP) y otros tipos de

plasticidad sinaptica (Horch 2004, Huang and Reichardt 2001, MCAllister e/ cr/.  1999,

Poo 2001, Tyler ef cz/. 2006).

Las    neurotrofinas    son    sintetizadas    a    partir    de    sus    precursores,    las

proneurotrofinas,  1as  que  son procesadas posteriormente hacia la forma madura de la

proteina   (Lu   2003,   Mowla   ef   cr/.   2001).   Se   ha   descrito   recientemente   que   las

proneurotrofinas  tienen  actividad  biol6gica  (Lee  ef  cz/.  2001,  Woo  ef  cz/.  2005);  por

ejemplo, cerca del 50% del BDNF se libera al espacio sihaptico como  proBDNF donde

facilita la depresi6n de larga duraci6n o LTD (Woo ef a/. 2005).

Existen dos tipos de receptores para neurotrofinas:  1) 1os receptores de la familia

Trk  ®or Tropomyosin Related Kinase),  que  son receptores  del  tipo  tirosina quinasa

transmembrana, especfficos para cada neurotrofina @echant ef cr/.  1993). Asi, NGF se

une al receptor TrkA, BDNF y la NT4/5 a TrkB, y NT3 al receptor Trkc. 2) El receptor
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p75NTR, que one a cada rna de las neurotrofinas mencionadas anteriormente con similar

afhidad    (Barker    2004,    Chao    2003).    Este    receptor    tambi6n    interactha    con

proneurotrofinas  como  proBDNF  y  proNGF  (Lee  ef  cz/.  2001),  y  forma  complejos

heterom6ricos  con otros receptores  corio  sortilina o  el receptor Nogo  QTykjaer ef cr/.

2004, Wang ef cr/.  2002, Wong ef cr/.  2002). De este modo, modula vfas de sefializaci6n

muy diversas, lo que depende tanto del tipo celular como de su localizaci6n subcelular.

Aunque anbos tipos de receptores (Trk y p75NTR) presentan afinidad en el rango

nanomolar  (10-9M)  para  sus  ligandos  cuando  se  estudian  en  forma  separada,  se  ha

mostrado   que   su   afinidad   es   modulada  por   interacci6n   entre   ambos   receptores

(Hantzopoulos  ef c}/.  1994).  Asi,  (Hempstead  ef cz/.  1991)  demostraron,  en un sistema

heter61ogo, que la co-expresi6n de TrkA y p75NTR lleva a un aumento en la afinidad de

NGF por TrkA  a rangos  sub-nanomolares  (10-]]M).   Ambos receptores  forman'an un

complejo  tetram6rico  Trk-p75NTR.  Sin  embargo,  estudios  recientes  sugieren  que  la

formaci6n   del   complejo   TrkB-p75NTR   es   improbable,   proponi6ndose   en   forma

altemativa,  que  el  "sitio  de  alta  afinidad"  (medido  por  su respuesta biol6gica)  es  el

resultado  de  la  convergencia  de  cascadas  de  transducci6n  activadas     por  anbos

receptores  sobre  blancos  intracelulares  comunes.  Otra  posibilidad  planteada  es  rna

interacci6n a trav5s de proteinas adaptadoras (Wehrman ef cr/. 2007).

En general, se ha visto que la afinidad de p75NTR por sus ligandos es modulada

por la presencia de co-receptores que estin presentes en compartimientos subcelulares

especfficos. Es el caso de Sortilina, que al co-expresarse con este receptor aumenta la

afinidad por proNGF desde el rango nanomolar (10-9 M) a rangos sub-nanomolares (4.2

x 10-]° M (Teng ef a/. 2005).
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La regulaci6n de la afinidad de las neurotrofinas por sus receptores tiene como

consecuencia   que   el   efecto   biol6gico   depende   de   la   neurotroflna   liberada,   su

concentraci6n en el lugar de acci6n, del receptor y/o co-receptor presente.

1.1.1    ViAS DE TRANSDUCC16N DE SENALES ACTIVADAS POR BDNF

1.1.1.1 MEDIADAS POR TrkB.

BDNF   se   une   como   dinero   al   receptor  TrkB,   induciendo   a   su  vez   su

dimerizaci6n y la trans-autofosforilaci6n en residuos de tirosina. Como consecuencia, se

activan diferentes cascadas de sefializaci6n intracelulares.

La  asociaci6n  de  la  proteina  adaptadora  Shc  a  su  residuo  de  tirosina  504

fosforilado  ®Tyr504),  activa  la  via  de  la  fosfatidil-inositol-3  quinasa  ¢13K)-  Alct

(tambi5n conocida como proteina quinasa 8 o PKB), promoviendo la sobrevida neuronal

(Jaboin ef cr/. 2002, MCKenzie ef cz/.  2006). Por otro lado, pTyr504 activa a la via de las

MAP quinasas Erk 1/2, que a su vez activan al factor de transcripci6n CREB, lo que se

asocia a la regulaci6n del ciclo celular, elongaci6n axonal, crecimiento y diferenciaci6n

de neuritas y plasticidad sinaptica (Chen ef cr/. 2007, Gooney and Lynch 2001, Tong ef

c,'. 2004).

La tirosina 805 fosforilada ®Tyr805) activa, por uni6n directa, a la fosfolipasa

Cy (PLcy), 1o que induce la sintesis de diacil glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) y,

en consecuencia, lleva a aumentos de Ca2+ intracelular. DAG a su vez activa la proteina

quinasa C  (PKC).  Este mecanismo participaria en fen6menos  de plasticidad sinaptica

como potenciaci6n de  larga duraci6n (LTP)  y en procesos  de aprendizaje y memoria

(Matsumoto ef cz/. 2001, Minichiello ef cr/. 2002).
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BDNF modifica la excitabilidad neuronal a trav6s de la regulaci6n de distintos

tipos  de  canales  i6nicos.  TrkB  inhibe  al  canal  de  K+  Kvl.3  en  neuronas  de  bulbo

olfatorio  (Tucker  and  Fadool  2002);  activa  corriente's  de  Na+  mediadas  por  el  canal

Navl.9 (Blum ef cz/. 2002) y activa carafes cati6nicos de la fanilia TRP (Jia ef cr/. 2007,

Li  ef cz/.  1999).  En estudios  de canal thico,  TrkB  aumenta la probabilidad de estado

abierto de los R-NhAI)A en neuronas de hipocampo (Levine and Kolb 2000) y aulnenta

las corrientes totales mediadas por este receptor en c61ulas ganglionares de retina Ocim

et al. 2006).

La  regulaci6n  de  los  canales  i6nicos  anteriomiente  descritos  involucrari'a  la

activaci6n  de  proteina  quinasas  rio  abajo  de  TrkB.  Sin  embargo,  se  desconocen  las

cascadas celulares  especfficas implicadas. Una excepci6n es la potenciaci6n del canal

Navl .9, 1a que ocurre con un curso temporal de milisegundos, incompatible con eventos

de fosforilaci6n c7e 7covo (Blum ef cr/. 2002).

1.1.1.2MEDIADASPoRp75NTR

E|  receptor  p75NTR  activa  cascadas   de  sefializaci6n  intracelulares  mediante

interacciones  proteina-proteina.  Se  han  identificado  nulnerosas  proteinas  adaptadoras

que se unen a este receptor, como por ejemplo el Factor de Interacci6n con Receptores

para Neurotrofinas QTRIF), el Ejecutor de Muerte Celular Asociado a p75NTR (NADE) y

el  Antfgeno  Hom61ogo  Asociado  al  Melanoma  que  Interactha  con  Receptores  para

Neurotrofinas   QTRAGE),   los  cunles   se  unen  a  distintas  regiones  de  su  dominio

citoplasmatico (Hempstead 2002). A trav6s de estos adaptadores, p75NIR puede activar a

la proteina quinasa N-terminal de Jun (JNK), el factor transcripcional NFicB y la via de
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1as ceramidas (Roux and Barker 2002). Una de las funciones que cumple este receptor

durante el desarrollo del SNC es promover la muerte celular. (Majdan and Miller 1999).

Como los mecanismos activados por BDNF en las sinapsis tienen una relevancia

en relaci6n a diversos tipos de  plasticidad sinaptica, en esta tesis se propone estudiar los

mecanismos mediante los cuales   BDNF es capaz de regular al R-NMDA, uno de los

receptores postsindpticos en las sinapsis excitadoras.

2.   LA SINAPSIS QUIMICA EXCITADORA.

2.1.      LAS SINAPSIS QufMICAS EXCITADORAS.

En las sinapsis excitadoras en el SNC, donde la transferencia de la sefial sihaptica

se produce por liberaci6n del neurotransmisor L-glutamato (L-glu) (Kandel ef cr/. 2000),

los terminales ax6nicos contactan espinas dendriticas, pequefias estructuras de alrededor

de 1 Hm3 que sobresalen desde las dendritas.

La membrana postsihaptica de las espinas dendriticas presenta un engrosamiento

visible  al  microscopio  electr6nico,  denominada  densidad  postsindptica  (DPS).  Esta

estructura es rna especializaci6n del citoesqueleto, al que estin anclados los elementos

moleculares  involucrados  en  la  transducci6n  de  la  sefial  sinaptica  y  generaci6n  del

potencial postsinaptico excitador a]PSP) (Kennedy 1993, Ziff 1997).

Las     DPSs     contienen     diversos     tipos     de     proteinas:     receptores     para

neurotransmisores, proteinas de adhesi6n, proteinas andamio, proteinas involucradas en

transducci6n  de  sefiales  y  componentes  del  citoesqueleto  (Kennedy  2000).  Tambi6n

contienen al receptor Trldi (Wu ef cr/. 1996). Estos distintos tipos de proteinas presentes

en  la  DPS   forman  complejos  macromoleculares,  1os  que  permiten  rna  adecuada
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compartimentalizaci6n de la respuesta, caracten'stica que confrere especificidad temporal

y espacial a la transducci6n de la sefial sinaptica.

En  las  sinapsis  excitadoras  existen  dos  tipos  de  receptores  para  L-glu:   1)

receptores ionotr6picos, que son canales i6nicos activados por ligando (Madden 2002), y

2) receptores metabotr6picos, acoplados a proteina G (Coutinho and Knopfel 2002).

Los receptores ionotr6picos se clasifican, mediante herramientas farmacol6gicas,

en receptores tipo NMDA, AMPA y kainico. El receptor de tipo NMDA (R-NMDA) se

activa  por  acido  N-metil  D-asparico  y  juega  un  papel  central  en  procesos  como

plasticidad sinaptica, memoria, aprendizaje y formaci6n de redes neuronales durante el

desarrollo  (du  Bois  and  Huang  2007,  Fox  ef  cr/.   1992,  Massey  ef  cr/.   2004).  Los

receptores de tipo AMPA (R-AMPA) son sensibles al acido or-anino-3-hidroxi-5-metil-

4-isoxazol-propi6nico  (AMPA),  mientras  los  receptores  de  tipo  kainato  a-KA)  son

sensibles  a acido  kainico.  Describiremos  con mayor  detalle  las  caracteristicas  del  R-

NMDA, cuya regulaci6n fue estudiada en la presente tesis.

Los  R-NMDA  son  heteroterfmeros  formados  por  2  subunidades  NRl  y  2

subunidades NR2  que  es  activado por dos  agonistas  end6genos,  L-glu mas D-serina,

necesarios  para  la  apertura  del  canal  i6nico  (Mothet  ef  cJ/.  2000).  Las  8  isoformas

descritas de la subunidad NRl provienen de un gen, mientras que las subunidades NR2

provienen de cuatro genes diferentes QJR2A, 8, C o D) siendo las mas abundantes en el

SNC adulto NR2A y NR2B. Existe rna tercera subunidad, NR3  0VR3 A y 8) que es

poco abundante y cuya funci6n ath esta poco clara. La subunidad NR2 contiene el sitio
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de uni6n para L-glu mientras la subunidad NRl contiene el sitio de uni6n para D-serina

(Haradahira e/ a/. 2003, Madden 2002).

Los R-NMDA son canales cati6nicos no selectivos, permeables a Na+, K+ y Ca2+

y  se  caracterizan  por  ser  bloqueados  en  forma  dependiente  de  potencial  por  Mg2+

extracelular (Cull-Candy and Leszkiewicz 2004).

La   actividad   de   los   R-NMDA   esfa   modulada   por   fosforilaci6n   de   sus

subunidades por diferentes proteinas quinasas. Se sabe que la proteina quinasa A a'KA)

y PKC fosforilan las subunidades NR1, NR2A y NR2B (Leonard and Hell 1997, Ehlers

e/  c7/.   1995)  y  que  la  proteina  quinasa  dependiente  de  Ca2+/Calmodulina  de  tipo  11

(CaMKII)  fosforila  a  las  subunidades  NR2A  y  NR2B  (Omkumar  e/  cr/.   1996).  La

proteina quinasa Fyn, de la familia Src, fosforila a la subunidad NR2B, lo que depende

de BDNF O{u e/ cI/. 2006) y estudios recientes demostraron que la quinasa Ate fosforila

la subunidad NR1  (Sanchez-Perez e/ cr/. 2006).

Funcionalmente,   los   R-NMDA   presentan   propiedades   biofisicas   distintas

dependiendo del tipo de subunidad NR2 presente. Receptores heterodim6ricos formados

por NR1/NR2A desensibilizan mds rapidanente (constante de tiempo de inactivaci6n de

~100 ms) que los receptores heterodim6ricos NR1/NR2B  (~250 ms) (Cull-Candy and

Leszkiewicz 2004).

Las   subunidades   NR2A   y   NR2B   poseen   dominios   citoplasmaticos   que

interactlan diferencialmente con proteinas de la DPS. Por ejemplo, NR2A interactha con

PSD-95  mientras  NR2B  interactha  preferentemente  con  SAP102  (Cull-Candy  and

Leszkiewicz  2004).  Ambas  protelnas  andamio  interacthan  a  su  vez  con  una  gran
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diversidad de proteinas, por ejemplo, PSD-95 se une a la Oxido Nftrico Sintasa Neuronal

(riNOS), enzima que esta involucrada en la transducci6n de la sefial sinaptica.

2.2.   PAPEL  DE  LAS  NEUROTROFINAS  EN  LA  TRANSMIS16N  SINAPTICA

EXCITADORA.

Un gran ndmero de evidencias indican que BDNF regula la liberaci6n de L-glu

(Tyler ef cr/.  2006) y potencia la respuesta postsindptica (Levine ef cr/.  1998, Lohof ef cr/.

1993). La potenciaci6n del R-NhAI)A postsihaptico por BDNF seria clave para explicar

aumentos en la respuesta sihaptica inducidos por esta neurotrofina (Poo 2001). A su vez,

nosotros pensamos  que  la regulaci6n del  R-NMDA por  BDNF  sen'a rna especie  de

"indicador" de eventos postsihapticos posteriores ®or ejemplo, rna regulaci6n positiva

contribuin'a a  potenciaci6n sinaptica).  Solprendentemente, (Woo ef cz/. 2005) mostraron

que BDNF en su forma inmadura ®roBDNF) facilita la depresi6n de larga duraci6n a

trav6s de interacci6n con p75NTR,  mientras que BDNF a trav6s de TrkB facilita la LTP.

Esto  sugiere que las sinapsis y por ende, el R-NMDA, podian ser regulados en forma

bidireccional por ambas formas de neurotrofinas.

Efectos  antag6nicos  de  TrlB  y  p75NTR  tanbi5n  han  sido  descritos  en  otros

sistemas  experimentales.  Por ejemplo,  la densidad y complejidad  de  dendritas  estarl'a

modulada  positivanente  por  Thd3  y  negativanente  por  p75NTR  (Zagrebelsky  ef  cr/.

2005).   Sin embargo, aunque la presencia de p75NTR se ha evidenciado en dendritas de

hipocampo (Woo ef cz/. 2005), no se conoce efecto alguno de este receptor sobre canales

i6nicos.

En esta tesis se propuso estudiar la regulaci6n del R-NMDA por BDNF en DPS

aisladas desde telenc6falo de rata, estudio que resulta novedoso ya que la sefializaci6n
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activada  por  neurotrofinas  depende  de  la  localizaci6n  subcelular  de  sus  receptores

(Heerssen and Segal 2002, Segal 2003).   Ademas, datos de nuestro laboratorio indican

que en un modelo de epilepsia del 16bulo temporal, TrkB aurnenta en DPSs. De hecho,

se  ha  propuesto  que  TrkB  contribuye  muy  importantemente  a  la  hiperexcitabilidad

neuronal que se observa en la epilepsia (Scharfinan ef cr/.  1999, Scharfinan ef cr/. 2002).

Sin embargo, se desconoce cual es el efecto sinaptico de'BDNF en esta patologia.

3.   FISI0PATOLOGfA DE LA EPILEPSIA.

La epilepsia es un desorden neurol6gico, que se caracteriza por la presencia de

descargas  neuronales  espontineas  y  recurrentes  (MCNamara  1999).    Estas  descargas

neuronales se pueden manifestar como convulsiones. La epilepsia afecta al  1-2% de la

poblaci6n mundial y los costos monetarios para su tratamiento son altos. El 30- 50°/o de

la poblaci6n es refractaria a los tratanientos farmacol6gicos, dejando como tinica opci6n

la remoci6n quirtrgica del foco epil5ptico. Las epilepsias estin asociadas a un deterioro

cognitivo importante de los pacientes, 1o que disminuye su calidad de vida (Delorenzo ef

cr/.  2005). Por lo tanto, es de gran importancia el estudio de las causas y procesos que

llevan a la generaci6n de la epilepsia.

3.1.   EPILEPSIAS IDIOPATICAS Y EPILEPSIAS ADQUIRIDAS.

Las  epilepsias  idiopaticas  no  tienen  una  causa  conocida  (DeLorenzo  1991)  y

corresponden a alrededor del 50% de las epilepsias.  Sin embargo, con el avance de la

gen5tica se ha demostrado que la mayon'a de estas epilepsias se deben a mutaciones en

diversos genes, los que en su gran mayon'a codifican para canales i6nicos (Bertrand ef

cz/.  1998, Biervert ef c7/.  1998).
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Por otra parte, el  50% restante de las epilepsias son consecuencia de rna injuria

cerebral (como un tumor, traunatismo o convulsi6n continua o status epilepticus, SE),

que induce rna reorganizaci6n de circuitos neuronales cerebrales. Estas epilepsias son

denominadas epilepsias adquiridas, 1a riayoria de las cuales son Epilepsias del L6bulo

Temporal (TLE), ya que el hipocampo y estructuras temporales adyacentes se convierten

en el foco epil5ptico.

3.2.   EPILEPTOGENESIS EN LA EPILEPSIA DEL L6BULO TEMPORAL.

Un  insulto   cerebral,   como  un  SE,   induce  rna  reorganizaci6n  de  circuitos

neuronales hipocampales, proceso  llanado  epileptog6nesis.  En un hipocampo normal

existe un adecuado balance entre excitaci6n e inhibici6n. Durante la epileptog6nesis se

pierde este balance, ya que aumentan las conexiones sinapticas excitadoras, mientras que

las inhibidoras disminuyen. La epilepsia se establece rna vez que se generan descargas

espontineas,  (DeLorenzo 2004, MCNanara 1999).

Los mecanismos involucrados en la epileptog6nesis hen sido motivo de muchos

estudios, ya que se piensa que este proceso podr'a ser intervenido con fines preventivos

y terap5uticos. Durante la epileptog6nesis ocurre crecimiento de axones recurrentes en el

giro dentado del hipocampo (Siddiqui and Joseph 2005), cambios en la morfologfa de

las   espinas   dendriticas   (Dashtipour   ef   cr/.   2002,   Wong   2005);   aunento   de   la

concentraci6n de glutamato extracelular (Liu ef cr/.  1997, Ueda ef cr/.  2002) y aumentos

en la [Ca2|i Ileuronal @elorenzo eJ cz/.  2005). En forma concomitante, ocurre muerte

neuronal  por   sobre-estimulaci6n  glutamatergica  (o   excitotoxicidad),  pero  tanbi6n

91iosis y neurog6nesis. (Ebert ef cr/. 2002, Meldrum 1997)
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Existen  diferentes  modelos  para  el  estudio  de  TLE.  En  nuestro  laboratorio,

usamos la inyecci6n intraperitoneal de acido kai'nico como inductor de SE, lo que lleva

al  desarrollo  de  TLE  despu6s  de un pen'odo  de  epileptog5nesis  que  dura entre 3  y 5

semanas. (Brandt ef cr/. 2003, Sperk 1994, Wyneken ef cr/. 2001)

4.   PAPEL DE BDNF Y TRKB EN LA FISIOPATOLOGfA DE LA EPILEPSIA

Una serie de estudios indican que BDNF  sen'a responsable de gran parte de los

cambios estructurales y funcionales observados en la TLE (Scharfinan 2005). Tanto el

mRNA  como  el  contenido  proteico  de  esta neurotrofma aumentan  en el  hipocampo,

luego  de la administraci6n sist6mica de acido katnico  (Tongiorgi  ef cr/.  2004,  Katoh-

Semba ef cz/.  1999). Tambi6n aumenta el mRNA y la proteina TrkB, asf como su estado

de activaci6n (o fosforilaci6n) (Danzer ef cr/. 2004, Koyama and Ikegaya 2005).

Tan importantes como los mecanismos que participan en la epileptog6nesis son los

mecanismos adaptativos que permiten la sobrevida de circuitos neuronales despu6s de

SE en modelos animales o  en sujetos epil5pticos.  En un cerebro normal, mecanismos

homeostaticos regular el balance entre excitaci6n e inhibici6n manteniendo la actividad

neuronal   en   un   rango   fisiol6gico.   Estos   mecanismos   previenen   incrementos   o

disminuciones descontrolados en la actividad (Davis 2006). Datos recientes de nuestro

laboratorio muestran que True disminuye en regiones especfficas de la corteza cerebral

despu6s de un SE, disminuci6n que se correlaciona con retracci6n dendritica (Ampuero

ef  cr/.  2007).  Este  hallazgo  se  contrapone  a  lo  descrito  en  el  hipocampo,  donde  el

aumento y activaci6n de Trld3 despdes de SE induce plasticidad pro-epileptog6nica, esto

es, crecimiento aberrante de axones y dendritas.
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En  aparente  conflicto  con  la proposici6n  de  un  papel  diferencial  de  TrlB  en

hipocampo comparado con corteza esta el hallazgo de nuestro propio laboratorio de que

Trldi aunienta en un 6000/o en DPS aisladas desde corteza e hipocampo (Wyneken ez cz/.

2003). Por ello, nos propusimos estudiar la regulaci6n del R-NMDA por BDNF en DPS

aisladas tanto desde el hipocampo como la corteza de animales control y de animales

que habian suffido SE.
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HIPOTESIS

La potenciaci6n del R:NMDA por BDNFITrkB en densidades postsindpticas estd

aumeritada desputs de SE e involucra v{as celulares especificas.

OBJETIVO GENERAL

•    Determinar los mecanismos involucrados en la regulaci6n del receptor de NhAI)A

por BDNF en DPS control (DPS-C) y en DPS desprfes de SE (DPS-SE).

OBJHTIVOS ESPEciFICOS

•    Estudiar mediante tecnicas  de fijaci6n de potencial,  el efecto  de BDNF  sobre las

corrientes activadas por NMDA en ovocitos de Xe77apc4s /czevis inyectados con DPS-

C y DPS-SE.

•    Evaluar,  usando  inhibidores  y  anticuexpos  que  llevan  a  p6rdida  de  funci6n,  la

participaci6n de TrkB en tales efectos.

•    Identificar,    usando    inhibidores    farmacol6gicos,     cascadas    de    transducci6n

dependientes de TrkB que regular a los R-NMDA.

•    Identificar,  usando  m5todos  de  co-inmunoprecipitaci6n,  los  complejos  proteicos

asociados a TrkB en DPS control y DPS-SE.
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MATERIALES Y METODOS

1.   PREPARACI0N DE DPSs

Las  Densidades  Postsinapticas   (DPSs)   fueron  preparadas   segiin  el  m6todo

descrito  por  (Carlin e/ cr/.  1980)  modificado  segtin  (Wyneken  ef cr/.  2001).  Para cada

preparaci6n, se aislaron los telenc6falos o, en los casos que se indiquen, las cortezas e

hipocampos separados de  12 ratas, y se colocaron inmediatamente en 6 ml/gth (gramo

de tejido hinedo)  de tampon de homogenizaci6n (Sacarosa 0.32 M, EGTA 0.5 mM,

Tris-C1  5  mM  pH  7.4  suplementado  con  una  mezcla  de  inhibidores  de  proteasas

(Complete,   Protease   Inhibitor   Cocktail   Tablets,   Boehringer  Mannheim).   Toda  la

preparaci6n se realiz6 en frio, entre 0 y 4°C. Los telenc5falos (o cortezas e hipocampos)

se picaron con tijeras  de  acero  inoxidable y se homogenizaron en un homogenizador

vidrio-tefl6n (doce golpes).

El homogenizado se centrifug6 a 1.000 x g por 10 minutos, se lav6 el sedimento

01) en tanp6n de homogenizaci6n y se volvi6 a centrifugar a 1000 x g por 5 minutos.

Se recuperaron los sobrenadantes (Si), que se centrifugaron a 12.000 x g por 20 min.

La porci6n sedimentada (P2) se resuspendi6 en un volumen final de 1 ml/rfu de

sacarosa   0.32   M,   EGTA   0.5   mM,   Tris-C1   5   mM   pH   8.1,   se   homogeniz6   en

homogenizador vidrio-tefl6n, y se carg6 sobre rna gradiente discontinua de sacarosa 1

M/1.2 M en Tris-C15 mM pH 8.1 (4.5 ml por fase), con el fin de separar el material por

sedimentaci6n a equilibrio en una gradiente de densidad.  La gradiente se centrifug6 a

250.000  x  g por  60  minutos.  Despu6s  de  la centrifugaci6n  se  descart6  el  sedimento,
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compuesto  principalmente  por  mitocondrias,  y  la  interfase  0.32/1   M  de  sacarosa,

compuesta principalmente por mielina, y se recolect61a interfase  1.0/1.2 M sacarosa,

fracci6n que corresponde a los botones sinaptosomales resellados y unidos a membranas

postsinapticas o sinaptosomas. Estos se sometieron a shock hipo-osm6tico, agregando a

la  interfase  colectada  10  voliinenes  de  EGTA  0.5  mM,  Tris-Cl  5  mM  pH  8.1  e

incubindola durante 30 minutos a 0°C, con agitaci6n suave.

Posteriormente,  el  material  se  centrifug6  a  33.000  x  g  por  30  minutos,  y  el

precipitado resultante se resuspendi6 nuevanente en un volunen final de  1  ml/gth de

sacarosa  0.32  M,  EGTA  0.5  mM,  Tris-Cl  5  mM  pH  8.1  Este  se  homogeniz6  en

homogenizador vidrio-tefl6n,  y  se  carg6  sobre  una gradiente  de  sacarosa discontinua

id6ntica  a  la  anterior,  que  se  centrifug6  a  250.000  x  g  por  60  minutos  para  luego

recuperar el material presente en la interfase  1.0-1.2 M, correspondiente a membranas

sihapticas. Estas se sometieron a extracci6n con detergente (delipidaci6n) diluyendo la

fracci6n hasta 6 ml/£th con sacarosa 0.32 M, Tris-Cl 5 mM pH 8.1, para luego agregar

un volunen igual de sacarosa 0.32 M, Cac12 0.025 mM, Trit6n X-100M.R.  1%, DTT 2

mM,    Tris-C1  5  mM  pH  8.1.  Despu6s  de  centrifugar  a  33.000  x  g  por  30  min,  el

sedimento se lav6 con HEPES-Na 50 mM pH 7.4 y se centrifug6 a 250.000 x g por 10

mln.

El precipitado  final  corresponde a DPSs y fue resuspendido  en 0.2 ml/th de

HEPES 50 mM pH 7.4. El material se fraccion6 en alicuotas de 100 L[g para ser usado

en experinentos de Western blots e inmunoprecipitaci6n, y en alfcuotas de 30 Hg para
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ser   usadas   en   experimentos   electrofisiol6gicos.   Estas   fiacciones   se   congelaron

ripidamente en un bafio de N2 liquido y se almacenaron a  -80°C hasta su uso Qrigura 1 ).

'
HOMOGENIZADO

'
'

SINAPTOSOMAS

GRADIENTE DE
SACAROSA

'
LISIS

HIPOSMOTICA

'

GFuelENTE DE
SACAROSA

'
DELIPIDAclch

'
DPSs

puRiFicrmAs
-I:__L''

MEMBRANAS
SINAPTICAS

E=

Figura I. Esquema de purificaci6n de DPS.



23

2.   INDUCCION   DE   CONVULSIONES   CON   ACID0   KAINICO   (STATUS

EPILEPTIC0 0 SE)

Ratas  Sprague  Dawley  de  12  semanas  (250-300  g)  fueron inyectadas  por via

intraperitoneal con soluci6n salina o con acido kainico disuelto en soluci6n salina (10

mgAcg  de  rata).  La  severidad  de  las  convulsiones  fue  determinada  de  acuerdo  con

(Zhang ef c7/.  1997). Se seleccionaron solamente las ratas que presentaron convulsiones

severas  (grupos  5  y 6),  las que se sacrificaron a las 24,  72 horas y rna semana post-

inyecci6n. De estas ratas se extrajeron los telenc6falos, o tambi6n cortezas e hipocampos

por separado, y se aislaron las DPS-SE segtin el protocolo descrito en el punto anterior.

3.   COINMUNOPRECIPITAC16N      DE      TRKB      DESDE      FRACCIONES

SINAPTICAS.

Para los estudios de co-inmunoprecipitaci6n, se solubilizaron homogenizados y

DPSs  de  ratas  control  y  SE  en  un  tampon  que  contiene  Tris-Hcl  50  mM  pH  9.0,

desoxicolato de Na 1%, ortovanadato de Na 1 mM e inhibidores de proteasas (tamp6n de

incubaci6n), durante 2 horas a 4°C. Luego de centrifugaci6n para descartar el material

insoluble,  las  fracciones  solubilizadas  se  incubaron  a  4°C  durante  la noche,  con  un

anticuerpo  especifico  contra  Thai  (Upstate)  o  con  IgG  normal  (Santa  Cruz)  como

control  negativo.  Posteriormente,  se  incubaron  con  100  Hl  de  proteina  G  sepharosa

(Amersham) bloqueada previamente con BSA 0.10/o en tamp6n de incubaci6n y, rna vez

lavados con el mismo tamp6n de solubilizaci6n, 1os inmunoprecipitados se eluyeron con

60 Hl de tamp6n de carga de electroforesis, se sometieron a electroforesis en condiciones
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denaturantes  y  se  detectaron  las  proteinas  co-inmunoprecipitadas  por  t6cnicas  de

Western Blot.

4.   ELHCTROFORESIS EN CONDICI0NES DENATURANTES Y DETECC16N

DE PROTEiNAS DE LA DPS POR TECNICAS DE ``WESTERN BLOT"

Las DPSs-C  y  -SE  se  sometieron a electroforesis  en condiciones  denaturantes

(SDS-PAGE). Se cargaron cantidades iguales por carril y se realizaron las electroforesis

a 10 rnA por gel durante 45 minutos, aumentando luego a 15 rnA por gel hasta la calda

del frente de corrida. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa por

90 minutos a 350 rnA.

Los  estudios de inmunodetecci6n en membranas  de nitrocelulosa de diferentes

proteinas  presentes  en  las  DPSs  se  realizaron  incubando  las  membranas,  bloqueadas

previamente con leche al 5°/o en PBS, con anticuexpo primario. Se inmunodetectaron las

siguientes proteinas usando anticuerpos de la procedencia que se indica: TrkB, NR2B y

PSD95 (BD Biosciences), fosfo-Trk tirosina 490 ®Trk490, correspondiente a pTyr504

de TrkB, Cell Signalling), fosfo-Trk tirosina 680 ®Trk680, correspondiente a pTyr805

de Thus Santa Cruz), NR2A y p75NIR qupstat6), nNOS (Sigma). La presencia de marca

fue revelada por quimioluminiscencia (Amershan) utilizando  anticuerpos  secundarios

acoplados a peroxidasa de rabanito.

El analisis de los cambios en las proteinas presentes en la DPS luego de SE y en

los inmunoprecipitados se realizaron cuantificando la luminosidad relativa (LR) de las

bandas  correspondientes  usando  el  programa Photoshop  CS  (Adobe)  y  se  calcul6  la

raz6n de cambio  RC =
LR    DPSsE

LR    DPScoNThoL
en cada uno de los experimentos, para luego
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calcular los promedios ± error estindar. La significancia estadistica se calcul6 usando el

test de t de student mediante el programa Graphpad Instat (Graphpad Software Inc.).

Para las comparaciones entre diferentes grupos se us6 el test de ANOVA.

5.   EXTRACC16N DE OVOCITOS DE xe#opus /¢etJis

Hembras  maduras  .Xe7eapz4S  /crew.s  fueron  anestesiadas  de  manera  de  extraer

pequefias porciones  de  ovario,  los  que fueron tratados  con colagenasa 0.5  mg/mL  en

soluci6n OR-2 0{acl 82 inM, KC1 2.5 mM, Mgc12 1 mM, HEPES 5 mM) por 2 horas a

temperatura anbiente,  con el  objeto  de  separar los  ovocitos  del  ovario.  Los  ovocitos

aislados, en estadios V y VI, fueron lavados, seleccionados y mantenidos en soluci6n

Barth O{acl 88 mM, Kcl  1  mM, CaoT03)2 0.33 mM, Mgs04 0.82 mM, NaHC03 2.4

mM, HEPES  10 inM pH 7.4) suplementada con penicilina 100 U/inL y estreptomicina

0.1 mg/mL) hasta su posterior microinyecci6n.

6.   MICR0INYECCI0N DE DPSs EN 0VOCITOS DE Xe#opus J¢etJis

Los ovocitos seleccionados fueron microinyectados con 150-200 ng de DPSs-C o -

SE,   usando   un  microinyector   electr6nico   (World  Precision   Instruments,   WPI)   y

mantenidos en soluci6n Barth a 170 C por 12 a 16 horas, despu6s de lo cual expresaban

corrientes mediadas por el R-NMDA en su superficie. En los casos en que se indican,

DPS  control  fueron  incubadas  con  un  anticuexpo  de  p6rdida  de  funci6n  anti-p75NIR

denominado  REX  (este  anticuelpo  fue  generado  contra  el  dominio  extracelular  de

p75NTR, usado a rna concentraci6n final de 0.05  pug/Hl), o con IgG control (0.5  LLg/prl)

por 1 hora a 4°C antes de la microinyecci6n en ovocitos. De la misma forma, DPS-SE
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fueron incubadas con un anticuelpo contra el dominio extracelular de ThB (0.5 Hg/ml)

para su posterior microinyecci6n.

7.   ESTUDIOS DE FIJAC16N DE POTENCIAL

Las coITientes totales de membrana fueron registradas a temperatura ambiente,

12  a  16  horas  post-inyecci6n  como  se  describe  en  (Aleu  e/ cr/.   1999).  Los  ovocitos,

depositados en rna camara perfundida con soluci6n Ringer QTacl 115 mM, KC12 mM,

Bac12  1.8  mM,  HEPES-Na  5  mM  pH  7.4),  fueron  registrados  usando  la tecnica  de

fijaci6n de potencial de 2 electrodos, usando un amplificador OOCYTE CLAMP OC-

725C (Wamer Instrulnent).

Las corrientes activadas por NMDA 100 HM (Tocris) en presencia y ausencia de

BDNF (Calbiochem), fueron digitalizadas usando rna interfase analogo-digital Powerlab

4/25T (ADlnstuments Ply Ltd), visualizadas y almacenadas en un computador mediante

el programa SCOPE (ADlustuments Pty Ltd).

Los ffirmacos pemeables LY-294002 (inhibidor de P13K, 20 HM, Calbiochem),

Inhibidor de Alct Ill (10 prM, Calbiochem), U0126 (inhibidor de la fosforilaci6n de Erk

1/2,10 prM, Calbiochem), U-73122 (inhibidor general de PLC, 25  LLM, Calbiochem) y

N®-Nitro-L-Arginina (L-NNA, inhibidor general de NOS,  1  HM) fueron administrados

al bafio 2 minutos antes de la incubaci6n con BDNF. K252a (inliibidor permeable de la

actividad catalitica de  TrkB,  100  ng/inl,  Calbiochem)  fue  agregado  al bafio  1  minuto

antes de la incubaci6n con BDNF.  El inhhibidor competitivo de los R-NMDA, APV

(200 LLM, Tocris) fue preincubado 1 minuto antes de la aplicaci6n del agonista.
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Figura 2. Representaci6n grffica del cflculo de to.5 en las corrientes activadas por
NroA.
8.   ANALISIS DE DATOS ELECTROFISIOL6GICOS

Las corrientes totales de membrana activadas por NMDA en presencia y ausencia

de los distintos ffirmacos y proteinas, fueron analizadas utilizando el programa Origin

(OriginLab  Corporation).  Se  calcularon  los  siguientes  parinetros:  la  constante  de

activaci6n i, que se obtiene ajustando la fase de activaci6n de la curva de corriente a rna

funci6n de Boltzmann del tipo  ); = 4-A2
I + e`J-JO)/r

+ ,42 , donde Ai es el valor de la corriente

basal  (antes  del  estinulo)  y A2  es  el valor de  la corriente maxima.  Al restar anbos

valores, se obtuvo el peak de corriente Ipeak= Ai-A2. El valor i corresponde al tiempo en

el cual se obtiene un 67°/o de la corriente mckima. Para evaluar el tiempo de inactivaci6n

de la corriente,  se  calcul6  el tiempo  entre  Ipeak y la mitad de  Ipeak,  parinetro  que  se

denomin6 to.5 Q7igura 2). Tambi6n se calcul6 el area bajo la curva o integral de corriente

I desde la aplicaci6n del agonista hasta el final del registro.

En los experimentos de dosis respuesta para proNGF (concentraciones de 0.5, 1,

10,  50,  100,  150 y 200 ng/ml) y BDNF (concentraciones de  1,  10,  50,  100,  150, 200,
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300,  y  400  ng/ml),  las  razones  de  cambio  de  corriente  se  ajustaron  a  la  funci6n

/ - [/o + (1 - /o)] x K,.

[IVF]+K,.
donde I es la raz6n de cambio, Io es la raz6n de cambio en

ausencia de la neurotrofina, Ki es la constante de inhibici6n aparente en ng/inL y [NF] es

la concentraci6n de la neurotrofma aplicada.            En    todos    los    experimentos    se

calcularon los promedios y los datos se presentaron como media ± error estindar. La

significancia estadf stica se calcul6 usando el test de t de student mediante el programa

Graphpad Instat (Graphpad Software Inc.). Se consider6 como no significativo un valor

de  p>0.05.
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RESULTADOS

1.   NMDA ACTIVA CORRIENTES EN OVOCITOS INYECTADOS CON DPSs.

En ovocitos inyectados con DPSs-C (ovocitos-DPS-C), la aplicaci6n de NM)A

100  uM  al  bafio  induce  una corriente  de  entrada,  que  es  reproducible  en  el  tiempo

cuando   se   aplica  consecutivamente   y  luego   de   lavar  por   10   minutos   entre  las

aplicaciones  (Figura  3  A).  Esta  corriente  esta  mediada  por  el  R-NMDA  ya  que  al

preincubar por un minuto estos ovocitos con APV 200 LIM, inhibidor competitivo para

los R-NMDA, se observa rna inhibici6n  de la respuesta. Esta inhibici6n es reversible,

ya que luego de eliminar el inhibidor de la soluci6n extracelular mediante perfusi6n con

soluci6n control se recupera la corriente en respuesta a NM)A (Figura 3 8).

2.   BDNF MODULA LAS CORRIENTES ACTIVADAS POR NMDA.

La incubaci6n de ovocitos-DPS-C con BDNF  100 ng/inl por un minuto, indujo

dos efectos sobre las corrientes activadas por NMDA:  1) rna inhibici6n (Figura 4 A) y

2) una potenciaci6n (Figura 4 8) de la respuesta.

Para   calcular   el   porcentaje   de   ovocitos-DPS-C   que   fueron   inhibidos   y

potenciados por BDNF,  se calcularon las integrales de corriente (I)  de 98 ovocitos en

presencia y ausencia de BDNF y se calcul6 la raz6n de cambio
I BDNF

donde IcojvrizoE

corresponde  a  la  situaci6n  en  ausencia  de  BDNF.  Se  observ6  que  un  50%  de  los

experimentos correspondfan a corrientes R-NMDA que fueron claramente inhibidas (se
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Figura 3. NMDA activa corrientes especiflcas en ovocitos inyectados con DPSs. A.
Trazo  de  corriente  que  muestra  3  respuestas  consecutivas  a NMDA  100  prM  en un
mismo  ovocito-DPS-C. Las flechas indican lavados con  10 voltimenes de soluci6n de
registro entre cada aplicaci6n, durante las cuales se detuvo la adquisici6n de datos. 8.
Trazos representativos de corrientes de un ovocito-DPS-C en ausencia (trazo izquierdo)
y presencia del inhibidor competitivo APV (200 LLM) para R-NM)A (trazo central). El
trazo derecho corresponde a la corriente luego de eliminar el inhibidor por lavados con
soluci6n de registro. En estos registros y los posteriores, se muestran 100 s luego de la
aplicaci6n del agonista. Los cortes indican que el registro  continda por otros 200 s, y
luego el o los agonistas fueron lavados con soluci6n de registro.

defini6  inhibici6n  como
I BDNF <0.7),  mientras  que  un  30%  fueron  potenciadas

>1.5, Figura 4 C). El 20% restante (0.7<
I BENF <1.5) se consideraron como

sin  canbios.  Esta  "clasificaci6n"  se  realiz6  con  el  fin  de  analizar  y  comparar  los

par5metros cin6ticos de ambas poblaciones de ovocitos.

Se calcul6 el valor de to.5, que refleja la inactivaci6n del R-NMDA, para anibas

poblaciones de ovocitos. Q]igura 5 A). Se encontr6 que en ovocitos control (en ausencia

de BDNF), los R-NMDA que posteriomente fueron inhibidos por BDNF  tienen mayor

to.5 que los R-NMDA que posteriormente fueron potenciados por BDNF (Figura 5 A).

Ademas, el to.5 de los R-NMDA inhibidos por BDNF no varia cuando se compara este
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Figura   4.   BDNF   potencia   e   inhibe   las   corrientes   R-NMDA   A,   8.   Trazos
representativos de corrientes mediadas por el R-NroA en ovocitos-DPS-C en ausencia
(trazo  a  la  izquierda)  y  presencia  (trazo  central)  de  BDNF  100  ng/ml.  A.  Efecto
inhibitorio  de  BDNF.   8.   Efecto  potenciador  de  BDNF.   Los  trazos  a  la  derecha
corresponden a la recuperaci6n de la respuesta basal luego de eliminar la neurotrofma
del  bafio  de  registro  C.  Histograma  de  razones  de  canbio  de  las  Integrales  (I)  de
corriente en 98 ovocitos-DPS-C despu6s de aplicar BDNF.
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Figura 5. Efecto  de BDNF sobre el to.5 e Ipeak en ovocitos inhibidos y potenciados
por BDNF.   A. Grafico que representa los promedios de to.5 de los ovocitos en que los
R-NMDA fueron inhibidos o potenciados en ausencia (control), presencia de BDNF 100
ng/inl  y  en  presencia  del  inhibidor  para  el  receptor  TrkB,  K252a  100  ng/ml.  8.
Promedios de razones de cambio de Ipeak en los grupos de ovocitos en que los R-NMDA
fueron inhibidos o potenciados por BDNF 100 ng/ml. * p<0.05, ** p<0.01

valor antes y durante la aplicaci6n de BDNF (59.1 ± 13.3 s en ausencia de BDNF, contra

60.1 ± 20.1  s en presencia de BDNF, n=26 ovocitos). En contraste, el valor de to.5 de las

respuestas a NMDA que se potenciaron con BDNF aument6 significativamente (10.3 ±

2.2 s en ausencia de BDNF, contra 32.9 ± 19.8 s en presencia de BDNF, n=15, Figura 5

A).  Al  estudiar  la raz6n  de  cambio  de  amplitudes eakBDNF

I peckcoNTlroL
en  los  grupos  de  R-

NMDA potenciados e inhibidos, se encontraron diferencias significativas, similares a las

encontradas  al  analizar  la  integral  de  corriente  (I)  (Figura  5  8).  En  los  R-NMDA

inhibidos por BDNF,  Ipeak disminuy6 en un 37%  (raz6n de cambio Ipeak= 0.63 ± 0.07)

respecto al control, mientras que en los R-NMDA potenciados Ipeak aument6 en un 209°/o

(raz6n de cambio=2.09 ± 0.36).
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Todos estos resultados muestran que BDNF tiene un efecto dual sobre los R-NroA:

rna clara inhibici6n en el 50°/o de los ovocitos, rna potenciaci6n en el 300/o y ningdn

efecto neto en el 20°/o restante.

3.   TRKB    PARTICIPA    EN    LA    POTENCIAC16N    PERO    NO    EN   LA

INHIBIC16N DEL R-NMDA POR BDNF.

Para  evidenciar  la  participaci6n  del  receptor  Trld3  en  la  modulaci6n  del  R-

NMDA,  1os  ovocitos-DPS-C  se  incubaron  con  BDNF  en  presencia  o  ausencia  del

inhibidor del receptor TrkB,   K252a  100 ng/ml.  Este inhibidor por si solo no produjo

canibios en la magnitud de las corrientes activadas por NMDA (Figura 6). Sin embargo,

1a aplicaci6n de este fzrmaco en ovocitos cuyos R-NMDA fueron inhibidos por BDNF,

no revirti6 la inhibici6n, sino que produjo rna inhibici6n atn mayor (Figura 6 A). En

cambio, K252a revirti6 la potenciaci6n del R-NMDA por BDNF hasta niveles cercanos

al control (Figura 6 A). El promedio de las razones de cambio tanto de I como de Ipeak,

en 17 experimentos en que ovocitos fueron pre-incubados con K252a, fueron de 1.25 ±

0.14, y  1.23  ± 0.18, respectivamente.  Sin embargo,1a presencia conjunta de K252a y

BDNF produjo rna inhibici6n, obteni5ndose razones de cambio de I e Ipeak de 0.7 ± 0.09

®<0.05) y 0.81 ± 0.07 ®<0.05), respectivamente (Figura 6 8, C). Se calcul6 to.5 en los

registros obtenidos por incubaci6n con BDNF y BDNF+K252a. Cuando los R-NMDA

fueron inhibidos por BDNF, to.5 no vari6 (60.1 ± 20.8 para BDNF v/s 72.3 ± 45.2 s para

BDNF+K252a, Figura 5 A), sin embargo cuando los R-NMDA fueron potenciados, to.5

retom6 a valores cercanos al control en presencia de K252a (32.9 ± 19.8 s para BDNF

v/s 8.4  ± 2.2 s para BDNF+K252a, Figura 5 A). Estos cambios apoyan la idea de que

Thd3 participa en el efecto potenciador, pero no en el efecto inhibidor de BDNF.
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Figura 6. EII efecto potenciador de BDNF sobre el R-NMDA, pero no el inhibidor,
es dependiente de TrkB. A. Trazos representativos de corrientes que muestran el efecto
de K252a 100 ng/ml sobre los grupos de ovocitos-DPS-C en que la respuesta a NMDA

F3TE£Nng2iid€|6£)::]rBBufi:°Br:Gr¥f[=:Bq[:e[9r¥}entyaio£°:::i:g]Posd®eT;]rar¥:¥°dr:
cambio de 17 experimentos independientes, en presencia de BDNF  100 ng/ml o K252a
100 ng/ml + BDNF  100 ng/ml.  * p<0.05,  ** p<0.01. C. Gfafico de datos pareados que
muestra las  razones de cambio de I, en los 17 experimentos graficados en 8.

4.   EL   EFECTO   POTENCIADOR   DE   LOS   R-NMDA   POR   BDNF   ESTA

MEDIAD0 POR P13K Y ERK1/2

Para  estudiar  cuales  de  las  cascadas  de  sefializaci6n  rio  abajo  de  TrlB  estin

mediando la potenciaci6n de los R-NMDA, se incubaron ovocitos-DPS-C con BDNF en

presencia  de  inhibidores  farmacol6gicos  para  P13K,  PLC  y  Erk  1/2.  Al  analizar  la

integral de corriente I se encontr6 que los inhibidores de P13K (LY294002, 20 prM) y de

Erk  1/2  (U0126,  10  prho  inhibieron completamente la potenciaci6n del R-NMDA por
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BDNF, mientras  que el  inhibidor de PLC  (U73122,  25  LLM) no tuvo  efecto  sobre   la

potenciaci6n de este receptor (Figura 7 A, 8). Estos resultados sugieren que el efecto

potenciador de BDNF esta mediado por P13K y Erk 1/2.

U73122i=,--79122 I Nun                   , BDNF   NMDA

iEEEEEEiiF   HEEEE

ffLY2F±BDNRE
NMDA

iiiiiiiii
U0126   NMDA--T'` BDNF   NMDAfi

NMDA

fiiiiii
LY29
BDNF   NMDA

U0126BDNFFr,-..

Eid±
508

Figura 7. P13K y Erkl/2 participan en la potenciaci6n de los R-NMDA. A. Trazos
representativos de corrientes que muestran el efecto de distintos inhibidores de enzimas
que son activadas por el receptor ThB qu73122: Inhibidor de PLC, 25 HM; LY294002:
Inhibidor de P13K, 20 HM; U0126: Inhibidor de Erkl/2,  10 prM). 8.  Grifico de barras
que representa los promedios de las razones de cambio de I en presencia de BDNF 100
ng/inl mas los inhibidores LY294002, U73122 y U0126. Los asteriscos sobre las barras
representan  la  significancia  relativa  al  control,  mientras  que  los  asteriscos  sobre  los
corchetes  representan  la  significancia  entre  las  barras.  *  p<0.05.  Los  ndmeros  entre
par5ntesis representan el ninero de experimentos independientes.
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5.   p75NIR ESTA PRESENTE EN LA DPS Y PARTICIPA EN LA INHIBIC16N

DEL R-NMDA POR BDNF.

Recientemente, se postul6 que p75NIR y TrkB tendrian efectos antag6nicos sobre

la potenciaci6n y depresi6n sinaptica de larga duraci6n   en el hipocampo (Woo ef cz/.

2005).  Para  determinar  si p75NTR  es  capaz  de  inhibir al  R-NMDA,  primeranente  se

evalu6  la  presencia  de  este  receptor  por  Western  Blot  en  DPS  y  en  las  fracciones

subcelulares que se obtienen durante la purificaci6n de DPS. Se encontr6 que p75NTR se

encuentra presente y  enriquecido  en DPSs  cuando  se  compara con el homogenizado

(Figura 8) en un 192 ± 24°/o ®<0.01).

H     P`2    SinMsinDPS

Sandoval cf dr  2007

:::uLau:;trpa7:=Rin:S#opdre::::£t;nydeenrp£:5u*:°T:frD:ess].ar¥oes:eo=pE:::r(eT:fiefl;fa;£V]:
isoforma de TrkB truncada (TrkBt) en homogenizado de telenc6falo a),   fracci6n de
membranas   cruda   (P2),   Sinaptosomas   (Sin),   Membranas   sinapticas   (M   Sin)   y
Densidades  Postsinapticas  (DPS).  En  el  carril  DPS*  se  carg6  %  de  la  cantidad  de
proteinas en comparaci6n con el homogenizado

En base a este hallazgo pensanos que el efecto dual encontrado en respuesta a

BDNFsepodr'adeberalaactivaci6ndep75NTR.
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A diferencia de TrkB, que interactha con BDNF, p75NIR interactha con todas las

proneurotrofinas por igual.  Por ello,  utilizamos proNGF  (en vez de proBDNF)  como

agonista ya  que permitin'a activar p75NTR, pero  en ningdn  caso  TrkB.  Por otro  lado,

TrkA (que podria interactuar con proNGF) fue indetectable por ensayos de Western blot

de DPSs (datos no mostrados).

La incubaci6n  de  ovocitos  con proNGF  150  ng/inL por  1  minuto  produjo  un

efecto inhibitorio reversible sobre el R-NMDA (Figura 9 A), efecto que fue observado

en 27 experimentos independientes. El efecto fue dosis-dependiente, con rna inhibici6n

mckima de 72% y una constante de inhibici6n aparente (Ki) de  11.8 ng/inl (0.36 nM,

Figura 9 8).

Al   estudiar  el   efecto   de  proNGF   sobre  to.5,   se   observa  rna  disminuci6n

significativa de este parinetro con respecto al control (to.5 control= 167.8 ±  16.8 s, to.5

proNGF= 63.4 ±  16.6  s,  Figura 9  C). Al comparar to.5  en los registros controles, que

posteriormente dieron origen a  los 3  grupos experimentales (R-NMDA potenciados por

BDNF, inhibidos por BDNF e inhibidos por proNGF), se observa que el primer grupo

(Figura 9  D,  barras negras)  presenta valores  de  inactivaci6n  cortos  (memos  de  50  s),

mientras que los otros dos grupos (Figura 9 D, barras grises para inhibidos por BDNF y

barras blancas para inhibidos por proNGF) se distribuyen con to.5 en todos los rangos.

Este resultado sugiere que es posible predecir que los R-NMDA con to.5 mayores a 50 s

serin inhibidos por BDNF.
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Figura  9.  proNGF  inhibe  las  corrientes  mediadas  por  el  R-NMDA.  A.  Trazos
representativos de corrientes activadas por NMDA en un ovocito-DPS-C en ausencia
®anel izquierdo) y presencia ®anel central) de proNGF  150 ng/inl.  El panel derecho
representa la recuperaci6n de la respuesta luego de lavados exhaustivos con soluci6n de
registro.  8.  panel  izquierdo.  Trazos  representativos  de  corrientes  mediadas por el R-
NMDA  en  presencia  de  diferentes  concentraciones  de  proNGF.   Se  muestran  los
primeros 50 s de registro. Panel derecho. Curva promedio de dosis-dependencia, de la
inhibici6n por proNGF de las corrientes R-NMDA. Ajustando la serie de puntos a rna
ecuaci6n del tipo I = Io + (1-Io) x [Ki/®roNGF+Ki)] se calcul61a constante de inhibici6n
aparente Qci=0.36 nM para el mon6mero) C. Efecto de proNGF sobre el to.5 promedio de
27 experimentos independientes. ** p<0.01. D. Histograma comparativo de los tiempos
de  inactivaci6n  (to.5)  de  las  corrientes  mediadas  por  el  R-NMDA,  en  ausencia  de
neurotrofinas,  que  serin inhibidas por proNGF @arras blancas),  inhibidas por BDNF
@arras grises) o potenciadas por BDNF @arras negras).
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Figura 10. La inhibici6n del R-NMDA por proNGF estf mediada por p75NTR A.
Trazos   representativos   de   corrientes   activadas   por  NMDA   ®anel   izquierdo),   en
presencia de proNGF  150  ng/mL  ®anel  central)  y  en presencia de proNGF mds  el
inhibidor  para  el  receptor  TrkB,  K252a.  8,  C.  Trazos  representativos  de  corrientes
activadas por NMDA en ovocitos inyectados con DPS incubadas con  REX anti-p75NTR
(0.05  Hg/ml, 8) o  IgG pre-inmune (0.5  pug/ml,  C, paneles izquierdos) en presencia de
proNGF  100  ng/ml  ®aneles  centrales)  y  luego  de  lavado  exhaustivo  para retirar  la
neurotrofma  con  soluci6n  de  registro  ®aneles  derechos).   La  flecha  representa  la
presencia  del  anticueapo  REX  o  IgG  pre-immune  durante  todo  el  experimento.  D.
Grffico  que  representa  los  promedios  de  razones  de  cambio  de  I  para  proNGF  en
ovocitos-DPS-C, ovocitos-DPS-REX y ovocitos-DPS-IgG. E. Grifico que representa los
promedios de razones de cambio de to.5 para ProNGF en ovocitos-DPS-C, ovocitos-DPS-
REX y ovocitos-DPS-IgG. *p<0.05, **p<0.01.
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Al  incubar  ovocitos-DPSs-C  con  proNGF  en  presencia  del  inhibidor  para  el

receptor TrlB K252a, no se produjo rna reversi6n de la inhibici6n, confirmando que el

efecto  es  independiente  de  TrldB  (Figura  10  A).  Para  estudiar  si  proNGF  actha via

p75NTR, se incubaron DPSs-C con un anticuerpo contra p75NTR, denominado REX, que

inhibe  la  funci6n  de  6ste  (Woo  ef  cr/.  2005).  Las  DPSs  preincubadas  con  REX  se

inyectaron  en  ovocitos  (ovocitos-REX)  y,  como  control,  se  inyectaron  ovocitos  con

DPSs incubadas con rna IgG control (ovocitos-DPS-IgG). En ovocitos-REX, se observ6

un nulo efecto de proNGF sobre la integral de las corrientes, I (n=12, Figura 10 8,10 D)

y un efecto rm'nimo  sobre el to.5  (0.91  ± 0.02, p<0.05, Figura  10 E), mientras que   la

incubaci6n de DPSs con IgG no previno la inhibici6n de proNGF sobre I ®<0.01, n=5,

Figura 10 C-E) y to.5 (n=5, p<0.05), Por lo tanto, el efecto dual del BDNF sobre el R-

NM)A estan'a mediado por una parte por  p75NTR, que lo inhibiria, y por otra por TrkB,

que lo potencian'a.

Para estudiar la posibilidad de  que  ambos receptores interactuaran con BDNF

con afinidades diferenciales, se realiz6 rna curva dosis-respuesta de BDNF en aquellos

ovocitos  en  que  BDNF   100  ng/inl  inhibi6  al  R-NMDA.   (Figura  11   A  y  8).  A

concentraciones  bajas  de  esta  neurotrofina  (1   y   10  ng/ml)  se  hace  evidente  rna

potenciaci6n de los R-NMDA, mientras que concentraciones mayores de BDNF (100

hasta  300  ng/ml),  se  hace  evidente  la inhibici6n  (Figura  11  A  y  8).  En  cambio,  al

incubar ovocitos-DPS-REX con BDNF a distintas concentraciones, el efecto inhibitorio

a concentraciones altas desaparece (Figura  11  C). Ello sugiere que en nuestro sistema

experimental, la afinidad de BDNF por p75NIR es menor que la afinidad por TrkB.
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Figura  11.  Efecto  dual  de  BDNF  sobre  las  corrientes  R-NMDA.     A.  Trazos
representativos de corrientes R-NMDA en ovocitos-DPS-C incubados con BDNF a 10 y
100 ng/ml. 8. Gfafico de las razones de cambio de I a distintas dosis de BDNF (0.5, 1,
10, 50,  100,  150 y 200 ng/ml) en ovocitos-DPS-C. C. Grdfico de las razones de cambio
de I a distintas dosis de BDNF (1,  10, 50,  100 y 200 ng/ml) en ovocitos-DPS-REX.  *
p<0.05, ** p<0.01.

6.   EFECT0 DE BDNF S0BRE LAS CORRIENTES ACTIVADAS POR NMDA

EN Dps DE RATAs sOMETIDAs A sTATus EplLEPTlco a]ps-sE)

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que el contenido relativo

de TrlB en DPS aumenta en 600% despu5s de SE (Wyneken ef cJ/. 2003, Wyneken ef cz/.

2001). Para caracterizar el curso temporal de este fen6meno, se indujo SE en ratas por

inyecci6n intraperitoneal de acido kainico. Las DPS se aislaron 24, 72 horas y 1 semana

despdes de SE, (DPSs-SE 24, 72,  1  sem) y se estudi6 el contenido de TrkB, pTrk504 y



42

pTrk805. Se observ6 que el contenido de TrkB, a las 24 horas, se encuentra aunentado

en un 575% (raz6n de cambio DPS-SE24DPS-C=5.75 ± 0.76, p<0.01, n=4 Figura 12),

lo que se mantuvo a las 72 horas y  1  semana despu5s del SE (raz6n de cambio DPS-

SE72DPS-C=3.77 ± 0.61, p<0.01  n=3, raz6n de canbio DPS-SE  lsem/DPS-C=3.9 ±

0.71, p<0.01 n=5, Figura 12).

Por otra parte, PTyr504 se encuentra disminuido a las 24 horas post inducci6n de

SE  en  un  33%  (raz6n  de  canbio  DPS-SE24DPS-C=0.67  ±  0.09,  Figura  12).  Esta

disminuci6n se mantiene a las  72 horas (raz6n de cambio DPS-SE72/DPS-C=0.64   ±

0.09) y tiende a recuperarse luego de  1  semana (raz6n de cambio DPS-SE  lsem/DPS-

C=0.87 ± 0.17). Resultados similares se observaron cuando se estudi6 el contenido de

PTyr805 (Figura 12). Al normalizar el grado de fosforilaci6n con el contenido total de

ThB despu5s de SE estimamos que el 90% de este receptor se encuentra desfosforilado,

en comparaci6n con DPSs-C.  Como los anticuexpos anti-pTrk son capaces de detectar

las tirosinas fosforiladas de las 3 proteinas de la familia Trk, se confirm6 este resultado

inmunoprecipitando TrkB desde homogenizados con un anticuerpo espeoffico para esta

proteina. El contenido de fosfo-tirosina en TrlB se encuentra efectivamente disminuido

en un 52°/o (raz6n de cambio H-SE24AIC=0.48±0.08, n=3, Figura 13).
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Figura 12. Diferencias en e] contenido de TrkB y su estado de fosforilaci6n en DPSs
luego  de SE.  Western Blots representativos de TrkB  y pTrk504 en DPS-SE a 24,  72
horas y 1 semana. El grafico muestra los promedios de las razones de carnbio respecto al
control.    Los   niineros    en   par6ntesis   representan   el   ninero    de   preparaciones
independientes para cada inmunodetecci6n. * p<0.05, ** p<0.01.

Tambien  se  estudi6  el  contenido  de  las  subunidades  NR2A  y  NR2B  del  R-

NMDA. A las 24 horas post inducci6n de SE, se observ6 que las subunidades NR2A y

NR2B  se  encuentran  disminuidas  en un 35°/o  y 40% respectivamente  ®<0.01,  n=8  y

n=7, Figura 14). La disminuci6n de NR2A se mantiene, mientras que la de NR2B vuelve

a valores cercanos al control luego de 1 semana.
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Figura 13. EI nivel de fosforilaci6n de TrlB estf disminuido en telenc6falo despu6s
de   SE.      Western   blots   representativos   de   Thd3   y   pTrk,   en   experimentos   de
inmunoprecipitaci6n  de  TrlB  desde  homogenizados  de  telenc6falos  de ratas -C  y -
SE24.
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Figura 14. El contenido de las subunidades NR2 del R-NMDA disminuye en DPS
despu6s de SE. Western Blots representativos de las subunidades de R-NMDA NR2A y
NR2B en DPS-SE a 24, 72 horas y 1  semana. El grafico muestra los promedios de las
razones de cambio respecto al control. Los ndmeros en par5ntesis representan el ndmero
de preparaciones independientes para cada inmunodetecci6n. * p<0.05, ** p<0.01.
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El contenido de p75NTR en estas preparaciones, a las 24 horas post inducci6n de

SE disminuy6 en un 31% (raz6n de canbio DPS-SE24DPS-C=0.69 ± 0.08, Figura 15),

1o que se mantiene hasta  1  semana despu5s de  SE (raz6n de cambio DPS-SE72/DPS-

C=0.46  ±  0.08,   raz6n de  cambio  DPS-SE  lsem/DPS-C=0.62  ±  0.11, Figura  15).  En

conclusion, despu6s de SE hay un cambio en los niveles relativos de los receptores que

median  el  efecto  de  BDNF  sobre  el  R  NMDA:  mientras  TrkB  aunenta,  p75NTR

disminuye.   Sorprendentemente,   el  grado   de  fosforilaci6n  de  TrkB,  reflejo   de   su

actividad catalftica, disminuye.

Al  estudiar  el  efecto  funcional  de  BDNF  sobre  el  R-NMDA  en  DPS-SE,

encontramos   que  esta  neurotrofma  inhibe  al  R-NMDA  en  el   81°/o  de  los  casos

<0.7,  Figura  16  A  y  8).  E1  190/o  restante  de  los  R-NMDA  nunca  fueron

potenciados en magnitudes similares a las observadas en DPS-C (> 1.5 veces)  (Figura 4

C comparada con Figura 16 8).
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semana. El grifico muestra los promedios de las razones de canbio respecto al control.
Los ndmeros en parchtesis representan el ndmero de preparaciones independientes para
cada inmunodetecci6n.  * p<0.05, ** p<0.01.

Experimentos de incubaci6n con diferentes concentraciones de BDNF (1, 10, 50,

100,150, 200, 300 y 400 ng/ml), demuestran que el efecto de esta neurotrofma es dosis-

dependiente (Figura 17 A), con una inhibici6n mckima de 79% y rna Ki de 5.39 nM. El

efecto inhibitorio de BDNF se refleja similarmente en las mediciones de I e Ipeak ¢igura

17 8). Al estudiar el efecto inhibitorio de BDNF  150 ng/ml sobre el to.5, encontramos

que 6sta disminuye en un 36% (raz6n de cambio to.5=0.65 ± 0.07, Figura 17 c), efecto

que se mantiene a concentraciones mayores.  Estos experimentos sugieren que BDNF

inhibe al R-NMDA en DPS-SE disminuyendo  Ipeak y acelerando la inactivaci6n.
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Figura 16. BDNF inhibe al R-NroA en ovocitos inyectados con DPS-SE.  A. Trazos
representativos de coITientes R-NMDA en ovocitos-SE ®anel izquierdo), en presencia
de BDNF  100  ng/ml  ®anel  central)  y luego  de  lavado  con soluci6n de registro para
retirar la neurotrofina del medio ®anel derecho). 8. Histograma de razones de canbio
de Integrales (I) en 44 ovocitos-SE diferentes.

Para evaluar la participaci6n de TrkB en la inhibici6n, se preincubaron DPS con

un  anticuexpo   contra  el  dominio  extracelular  de  TrkB   (ovocitos-TrkB).  En  estos

experimentos,  BDNF  no  fue  capaz  de  inhibir  al  R-NMDA  (n=8,  Figura  18).  Sin

embargo,  al  incubar  ovocitos-SE  con  K252a  100  ng/inl  y  BDNF,  no  se  revirti6  la

inhibici6n  G7igura  19),  sugiriendo  que  6sta  es  independiente  de  la  actividad  tirosina

quinasa   de   TrkB.   Ovocitos-SE   incubados   con   proNGF   no   indujeron   cambios

significativos en la magnitud de las corrientes activadas por NMDA, lo que a su vez
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Figura 17. Dosis dependencia de la inhibici6n de los R-NMDA por BDNF despu6s
de SE. A Trazos representativos de corrientes mediadas por el R-NMDA de un ovocito-
SE en presencia de distintas concentraciones de BDNF (10, 100 y 2cO ng/ml). 8. Curva
promedio de dosis-dependencia, de la inhibici6n de BDNF a distintas concentraciones
(1,  10, 50,  100,  150, 200, 300 y 400 ng/inl) sobre los parinetros I (-) e Ipeck (o). Los
valores  entre  parfutesis  representan el  ndmero  de  experimentos  reali2ados  para cada
caso. C. Efecto de las mismas concentraciones de BDNF usadas en 8 sobre el to.5.  **
p=0.01.

sugiere  que  este  efecto  es  independiente  de  p75NTR  (ned,  Figura  18).  Experimentos

usando  el  inhibidor de P13K y el  inhibidor de AIt HI,  indican que la inhibici6n por

BDNF  esfa  mediada  por  PBK,  mientras  que  experimentos  con  U0126  indican  la

participaci6n de Erkl/2 Q'igura 19).
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Figura 18. proNGF no inhibe al R-NMDA y anti-TrkB revierte la inhibici6n de las
corrientes R-NMDA por BDNF en DPS-SE.   Efecto de proNGF ®anel superior) en
ovocitos-DPS-SE  y  de  BDNF  ®anel  inferior)  en  ovocitos  inyectados  con  DPS-SE
incubadas con anti-TrkB.

**

BDNF200   K252a    LY292004  Aktlnh Ill     U0126

Figura 19. Efecto de los inhibidores de la fosforilaci6n de TrkB, P13K y de Erkl/2
sobre la inhibici6n del R-NMDA por BDNF. Los ndmeros entre par6ntesis representan
el ndmero de experimentos independientes para cada condici6n. * p<0.05, ** p<0.01.

7.   EFECTO DE BDNF  SOBRE DPS-SH AISLADAS EN FORMA SEPARADA

DE CORTEZA E HIPOCAMPO.

Con el objeto de estudiar si la inhibici6n por BDNF ocune a nivel de la corteza,

hipocampo o en ambas estructuras por igual, se purificaron separadanente DPSs desde
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corteza e hipocampo de ratas SE y se microinyectaron en ovocitos. Al igual que en DPS-

SE de telenc5falo, BDNF  100 ng/inl inhibe los R-NMDA en DPS-SE corticales en el

100°/o   de   los   casos   (raz6n   de   canbio   1=0.64   ±   0.08,   n=25,   4   preparaciones

independientes, Figura 20 A, 8), pero no en DPS-SE hipocampales (raz6n de cambio

1=1.39 ± 0.07, n=9, 3 preparaciones independientes, Figura 20 A, 8)

CORTEZA

HIPOCAMPO

0.5

:L
50s

Figura  20.  BDNF  inhibe  las  corrientes  R-NMDA  en  DPS-SE  corticales  pero  no
hipocampales.   A.   Trazos   representativos   de   corrientes   R-NhAI)A   de  un  ovocito
inyectado   con   DPS-SE   cortical   ®anel   superior)   y   otro   inyectado   con   DPS-SE
hipocanpal ®anel inferior) antes, durante y luego de la aplicaci6n de BDNF 100 ng/inl.
8.  Cuantificaci6n  de  las  razones  de  canbio  I  en  ovocitos  inyectados  con  DPSs-SE
extrai'das  desde telenc6falo  (SE TOTAL),  corteza (SE  CORTEZA)  e hipocanpo  (SE
HIPOCAMPO).  Los ndmeros entre par6ntesis indican el ndmero de ovocitos utilizados
en cada experimento. ** p<0.01
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Estos resultados sugieren que BDNF modularia diferencialmente al R-NMDA en

DPS  corticales  e  hipocampales  despu6s  de  SE.  Esta  modulaci6n  se  podria  deber  a

diferencias en los complejos multiproteicos asociados a TrlB en ambas estructuras, y

por ende, a diferencias en su sefializaci6n.

Se ha descrito en la literatura que los R-NMDA son inhibidos por oxidaci6n de

sus subunidades. Por ejemplo, la nitrosilaci6n producto de actividad de 6xido NItrico

Sintasas  QTOS),  inhibe  al  R-NMDA  (Choi  ef  cr/.  2000,  Tckahashi  e/  cr/.   2007)  La

producci6n  de  6xido  m'trico  depende  de  actividad  sinaptica,  por  lo  que  podria  ser

sintetizado   durante   el   SE.   La   interacci6n   TrkB-nNOS   se   evalu6   mediante   dos

estrategias:   Estudiando   la   asociaci6n   fisica   entre   ambas   proteinas   mediante   co-

inmunoprecipitaci6n y mediante experimentos electrofisiol6gicos en que se emple6 un

inhibidor de la NOS.

En inmunoprecipitados de TrkB obtenidos desde DPSs de corteza e hipocampo

control,    (Figura  21  A)  encontramos  que  la  asociaci6n  de  nNOS  a  TrlB  en  DPSs

corticales  es  mayor  cuando  se  compara  con  DPSs  hipocampales.  Para  estudiar  si  la

actividad  de  nNOS  participa en la inhibici6n  del  R-NMDA luego  de  SE,  incubamos

ovocitos microinyectados con DPS-SE24 aislados de corteza con el inhibidor de nNOS

Nco-Nitro-L-Arginina  (L-NNA,   1   HM),  el  cua.1  revirti6  completanente  la  inhibici6n

mediada por BDNF  (Figura 21  8,  n=2).  Este resultado  sugiere  que  los  m6dulos  de

sefializaci6n asociados a Trld3 son diferentes en DPSs obtenidas de ambas estructuras.
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Ademas sugieren que, 1uego de SE, nNOS participa en la inhibici6n del R-NMDA por

BDNF.
A

IP TrkB
Input  Cx  Hi IgG

TrkB -
nNOS -

PSD95 -

IgG-

frLNRAff±BDNT=:BNRAng
50s

Figura 21. TndB interactda con PSD95 y nNOS en DPS de corieza y el inhibidor L-
NNA    para    hNOS    revierte    la    inhibici6n    por    BDNF    luego    de    SE.    A.
Imrmunoprecipitaci6n  de  Trld3  desde  DPSs  de  corteza e hipocanpo.:  Western blots
representativos  de PSD95  y ]INOS,  que son co-inmunoprecipitados junto  a Trld3  Cx:
corteza. Hi: hipocampo. 8. Trazos de corrientes R-NMDA de un ovocito inyectado con
DPS-SE  cortical  que  muestran  el  efecto  del  inhibidor  de  nNOS,  L-NNA  1  LIM,  en
presencia de BDNF 100 ng/mL (n=2).
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DISCUSI0N

En  esta  tesis,  logramos  implementar  un  nuevo  m6todo  de  registro  de  DPS

aisladas en un sistema reconstituido que permite el acceso del experimentador a la cara

extracelular de la DPS. Mediante esta metodologia pudimos establecer que, en DPS-C,

el R-NMDA es modulado en forma antag6nica por alnbos receptores para BDNF, Trld3

y p75NTR.  Por otro  lado,  despu6s  de  SE encontranos que en DPS  corticales, pero no

hipocampales, el R-NMDA es inhibido por TrkB  no fosforilado.

1.   REGISTRO    DEL    R-NMDA    EN    0VOCITOS    INYECTADOS     CON

DENSIDADES POSTSINAPTICAS.

Las corrientes totales de membrana activadas por NMDA han sido ampliamente

estudiadas  tanto  en  neuronas  como  en  sistemas  heter6logos,  como  por  ejemplo,  en

ovocitos de jFe#apaff /crew.£ microinyectadas con mRNA de las diferentes subunidades de

R-NMDA  (Levine  and Kolb 2000,  Yanada ef cr/.  1999).  Sin embargo,  es importante

estudiar la funci6n de estos canales en su microanbiente proteico nativo, especialmente

cuando  no  se  conoce  el  tipo  de  interacci6n  entre  los  diferentes  componentes,  por

ejemplo entre TrkB y el R-NMDA en la DPS.

La obtenci6n de  corrientes  activadas por NMDA en ovocitos microinyectados

con DPS, implementada y utilizada durante el curso de esta tesis, nos permiti6 estudiar

la funci6n  de  los  R-NMDA  en un  ambiente  donde  la maquinaria postsinaptica esta

claranente  aislada de la maquinaria presinaptica,  y donde la composici6n del medio

extracelular esta controlada, en particular, la concentraci6n de neurotrofinas, las que en
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otros    sistemas    experimentales,    como    cultivos    de    neuronas,    son    secretadas

permanentemente hacia el medio extracelular.

En   el   SNC,   las   sinapsis   excitadoras   y   en   consecuencia,   1as   DPSs,   son

heterog6neas en cuanto a su composici6n y sus propiedades, 1o cual esta anpliamente

docunentado en la literatura Qlarms ef cr/. 2005, Lujan ef cr/.  1997, Shostak ef cr/. 2003).

La   variabilidad    de    las    propiedades    funcionales    de    diferentes    sinapsis

91utamatergicas   se   refleja,   por   ejemplo,   en   los   mecanismos   subyacentes   a   la

potenciaci6n de larga duraci6n (LTP) de las sinapsis glutanat6rgicas.   En la capa CAl

del hipocampo, 6sta depende de la activaci6n del R-NMDA (como en la mayoria de las

sinapsis corticales), mientras que en la capa CA3 la LTP es independiente del R-NMDA

0vlalenka and Nicoll  1999).  Por lo tanto,  el  sistema de estudio  aquf utilizado tiene la

desventaja de  que  no  permite estudiar mecanismos  que  son sinapsis-especfficos,  sino

que refleja canbios "masivos" que ocurren en rna gran proporci6n de sinapsis. Es por

ello que resulta un sistema particularmente titil para estudiar plasticidad homeostatica.

La plasticidad homeostatica no es sinapsis-especffica, sino que afecta todas las sinapsis

de un circuito neuronal sometido a un nivel de actividad dado de manera proporcional,

adecuando  la magnitud  del  EPSP  a la tasa de  actividad  "hist6rica"  (Wierenga  ef cr/.

2005, Wierenga ef cr/. 2006).

El hecho de encontrar potenciaci6n del R-NMDA   en el 30°/o de los ovocitos e

irfubici6n en el 50°/o de ellos refleja tambi6n la heterogeneidad de nuestra preparaci6n.

Nosotros suponemos que ambos mecanismos estin presentes en la mayon'a de las DPS.

Sin  embargo,  puede  haber  DPS  que  s6lo  contengan  TrkB  o  s61o  p75NTR;  o  que  |a

inhibici6n  por  p75NTR  sea  mas  potente  que  el  efecto  dependiente  de  TrlB  en  rna
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proporci6n alta de DPS. Otro factor que puede haber influido en nuestro resultado es el

hecho de que, en DPSs, p75NTR esta anclado al componente central de esta estructura (el

complejo-receptor NMDA), mientras que la interacci6n con TrkB parece ser mss d6bil y

mediada por protefnas aiin desconocidas. En consecuencia, el alto porcentaje de ovocitos

en que el R-NMDA es inhibido puede deberse a que parte del TrkB asociado a DPS se

pierde durante el proceso de fraccionamiento subcelular.

Un punto interesante de discusi6n es el ndmero de DPSs que se insertan en un

ovocito. Este calculo se puede extraer, en forma aproximada, desde los mismos valores

de corriente de estos ovocitos. Se sabe que la corriente de peak promedio en respuesta a

NMDA en 98  ovocitos fue de -22 nA (Sandoval ef a/.  2007). Estudios realizados por

Mary  Kermedy  (Kemedy  2000)  postularon  que  rna  DPS  contiene  alrededor  de  50

receptores de tipo NMDA. Si un receptor tiene rna conductancia promedio de 50 pS, a

la corriente a la cual registramos (-60 mv) tenemos rna corriente unitaria aproximada de

3 pA. Por lo tanto, en promedio   tenemos 22xl03 + 3= 7333 canales abiertos. Con este

dato, podr'amos inferir que se habrian incoxporado alrededor de  146 DPS por ovocito.

Sin embargo, este calculo se realiz6 asumiendo las condiciones mss favorables, como

rna probabilidad  de  apertura  (Po)  de  1  en  el  peck  de  corriente  y  sin  considerar los

estados de subconductancias que se han descrito  en la literatura.  Si asumimos una Po

mas cercana a la realidad, alrededor de 0.10{owck and Wright 1992) este valor aunenta

en un orden de magnitud, con lo que tendrianos alrededor de 1460 DPS incorporadas en

el ovocito. Recientemente, se ha estimado con mayor precisi6n que rna DPS contiene,

en promedio, 0.24 pmoles de subunidad NR1  (Cheng ef cr/. 2006). Al realizar el calculo

por DPS, que tiene un peso estimado de 1.1  GDa (Cheng ef cz/.  2006), se concluye que
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hay  al  memos  140  receptores  en  rna  de  ellas.  Por  otro  lado,  al  inyectar  200  ng  de

proteina de DPS por ovocito, considerando el peso molecular promedio de rna DPS, se

estin inyectando 110 millones de DPS  (Chen ef cr/. 2005). Esto significa que de las DPS

inyectadas, s6lo el 0.001% se incorpora a la membrana plasmatica.

2.   EFECTOS ANTAG6NICOS DE TRKB Y p75NTR SOBRE EL R-NMDA EN

DPS CONTROL

En esta tesis se estudi6 el efecto agudo de las neurotrofinas BDNF y proNGF

sobre los R-NMDA.  BDNF potencia estas  corrientes  en forma dependiente de TrkB,

efecto ya descrito por diversos autores (Kolb ef cr/.  2005, Levine ef cr/.  1998, Yamada

and Nabeshima 2003).  Este    hecho  dio  validez  a  la t6cnica  empleada por nosotros.

Ademas,  1os  resultados   con  los  inhibidores  de  las  distintas  vlas  de  transducci6n

asociadas a TrkB  sugieren que el esta potenciaci6n involucra la activaci6n de P13K y

Erk 1/2, y no PLcy.

Existen evidencias en la literatura, que ilustran acerca de los mecanismos por los

cuales Tr]d3 modula la actividad sinaptica excitadora, tanto a nivel presinaptico (Kelly

and Lynch 2000)  como postsinaptico  (Mohajerani ef cr/.  2007,  Slack ef cr/.  2004).  La

ventaja  de   nuestro   modelo   de   estudio   es   que  pudimos   disecar   los   mecanismos

postsinapticos agudos, eliminando la participaci6n presihaptica y los efectos gen6micos,

esto  ultimo,  por  el  curso  temporal  de  los  experimentos.  En  el  50°/o  de  los  ovocitos,

BDNF fue capaz de inhibir agudanente al R-NMDA en forma independiente de TrkB.

Los  experimentos  realizados  con proNGF  en presencia  del  anticuerpo  de p6rdida de
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froci6n para p75NTR (REX), demostraron que esta inhibici6n depende de p75NTR, el cual

esfa enriquecido  en  las  DPS  Gigura 22).  Esta es  la primera vez  que  se  describe  la

presencia de este receptor en la DPS aislada y la modulaci6n de rna conductancia i6nica

en forma aguda por el receptor p75NTR, hecho que abre un nuevo campo de estudio en el

tema de la transducci6n de sefiales activadas por neurotrofinas en DPSs.

La inhibici6n del R-NMDA podria estar implicado en   el papel de p75NTR en |a

depresi6n de larga duraci6n (LTD)  que ha sido reportada recientemente (Rosch ef cr/.

2005, Woo ef cr/.  2005).   Resultados adicionales de nuestro laboratorio que no forman

parte de esta tesis muestran que p75NTR esta anclado al complejo R-NMDA mediante

interacci6n directa con la proteina andamio PSD-95 (Sandoval ef cr/. 2007) creindose asi

unacercariafisicaentrep75NIRyelR-NMDA.

Al analizar el efecto de los diferentes inhibidores de TrkB y de  las cascadas de

transducci6n asociadas, se observa que estos ffirmacos (K252a, LY294002 y U0126) no

s61o revierten la potenciaci6n sino que "desenmascaran" una inhibici6n del R-NMDA.

Contrariamente,   al  indibir  la  actividad  de  p75NTR  mediante  la  incubaci6n  con  el

anticueapo anti-p75NTR, no se observ6 nunca rna inhibici6n, sino solanente potenciaci6n

a diferentes concentraciones de BDNF.

En nuestro sistema experimental, 1a afinidad de BDNF por p75NTR es menor que

la afinidad por TrkB. Se ha visto que, en sistemas heter6logos, la co-expresi6n de TrkA

y p75NTR armenta la afinidad de TrkA por NGF (Hantzopoulos ef cr/.  1994, Hempstead

ef  cr/.   1991).   En  el  mismo   sentido,  p75NTR  potencia  las  respuestas  mediadas  por

receptores Trk (A,  8  y  C)  qantzopoulos ef cz/.  1994).   En DPS  co-localizan TrkB  y

p75NTR,  |o  que  permitiria  modular  la  afinidad  de  TrlB  por  BDNF  en  rna  foma
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dapendiente   de   p75NIR,   produciendose   asi   una   potenciaci6n   del   R-NMDA   a

concentraciones menores de neurotrofina. Ia diferencia de afinidades permitiria regular

finamente   el   efecto   de   la   neurotrofina   sobre   la   actividad   del   R-NroA   A

concentraciones bajas de la neurotrofina, se estaria favoreciendo la potenciaci6n del R-

NMDA mientras  a concentraciones mayores, se favoreceria su inhibici6n. Por otro lado,

desconocemos  las  afinidades  relativas  de  ambos  recaptores  por  proBDNF;  tampoco

sabemos  si  la  seureei6n  de  ambas  neurotrofinas,  BDNF  y  proBDNF,  esti  regulada

diferencialmente por los niveles de actividad, factores que a su vez deteminarian el

signo     de     la     regulaci6n     del     R-NMDA     en     rna     situaci6n     fisiol6gica.

Figura 22. Modelo propuesto de la modulaci6n per BDNF de los R-NMDA en DPS-
C
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3.   EFECTO DE BDNF SOBRE LOS R-NMDA EN DPS-SE.

Nuestro laboratorio  describi6 que la inducci6n de  SE por acido kainico,  como

modelo de Epilepsia de L6bulo  Temporal (TLE), produce un aumento del contenido de

TrlB en DPSs a partir de las 2 horas post inyecci6n de acido kahico (Wyneken ef cr/.

2003,  Wyneken ef cr/.  2001).  El  aumento  de  TrkB,  el  cual  en DPS-C potencia al R-

NMDA,  permiti6  plantear  la  hip6tesis  de  que  el  efecto  potenciador  podria  estar

exacerbado en DPS-SE. Sin embargo, para nuestra solpresa BDNF indujo rna inhibici6n

dosis dependiente de las corrientes activadas por NMDA en DPS-SE. Los estudios con

proNGF en este sistema sugieren que el receptor p75NIR no estaria participando en esta

inhibici6n.

Cuando se estudi6 la participaci6n de TrkB en la inhibici6n, encontramos que la

inhibici6n  era  independiente  de  la actividad  catalitica  de  TrkB  pero  dependiente  del

receptor y de P13K y Erkl/2.  (Figura 23).  Todos  los mecanismos  de  sefializaci6n de

ThB  hasta  ahora  conocidos  dependen  de  su  actividad  tirosina  quinasa  y  de  la

fosforilaci6n de los residuos Y504 y Y805 (Chao 2003). Sin embargo, en este caso, 1a

ausencia de estos residuos fosforilados luego de SE, apoyan la interpretaci6n de que la

inhibici6n del R-NMDA en DPS-SE sen'a independiente de la actividad tirosina quinasa

de TrkB.

Atin   no   tenemos   explicaci6n   para   el   hecho   de   que   las   mismas   enzimas

involucradas en la inhibici6n despu6s de SE ¢13K y Erk 1/2), son las responsables de la

potenciaci6n   de   R-NMDA   en   DPSs   controles.   Recientemente,   se   han   descrito

mecanismos   de   sefializaci6n   activados  por  Trld3   independientes   de   su   actividad

catalitica. Estudios en esta direcci6n proponen que LAR, rna proteina tirosina fosfatasa,
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que interactha con TrkB, activa a la tirosina quinasa Src, la cual a su vez transactiva a

TrkB y por lo tanto, cascadas de transducci6n de sefiales asociadas a este receptor (Yang

ef cr/.  2006). Otro ejemplo es la proteina ARMS/Kidins220, rna proteina de membrana

que co-localiza con receptores Trk (Kong ef cI/.  2001). TrkB es capaz de sefializar via

ARMS  de rna manera independiente de autofosforilaci6n en sus residuos de tirosina

Y504  y  Y805  (Arevalo  ef  cr/.  2006).  En  nuestro  modelo  experimental,  mecanismos

similares  podian  estar  implicados  en  la  inhibici6n  del  R-NMDA  por  TrkB  no

fosforilado. Queda por establecer cuales son las fosfatasas de proteinas que participan en

la desfosforilaci6n de los residuos de tirosina de TrkB.

Por otra parte, la asociaci6n de ]]NOS  a TrkB  observada fundanentalmente por

nosotros en  corteza sugiere un posible papel en la regulaci6n de los R-NMDA en esta

estructura cerebral. Esta descrito que diversos residuos de cisteina y tirosina, tanto en

dominios transmembrana como  extracelulares,  de las  subunidades NRl  y NR2A son

susceptibles de ser nitrosilados, y que la S-nitrosilaci6n en cisteina inhibe la actividad de

los  R-NMDA  (Choi  ef  cz/.  2000,  Takchashi  ef  cr/.  2007).  Sin  embargo,  es  necesario

realizar mas experimentos para obtener rna clara idea acerca de las proteinas asociadas

diferencialmente a TrkB en corteza e hipocampo. Tanbi6n se podria medir la sfntesis de

6xido rftrico en sinaptosomas despu6s de SE, o medir el nivel de nitrosilaci6n de los R-

NMDA.

Es posible que en DPS-SE, P13K y/o Erk 1/2 podrl'an activar a NOS, como se ha

reportado  en  la literatura  (Cauwels  ef cz/.  2006,  Hashimoto  ef ¢/.  2006,  Huang  e/ c7/.

2004). Si bien en esta tesis se demostr6 que TrkB cataliticanente inactivo es capaz de

inhibir  la  actividad  del  R-NMDA,   ath  no  se  puede  descartar  completanente  la
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del  EPSP  disminuye  mientras  que  despu6s  de  bloqueo  de  actividad  neuronal,  la

magnitud del EPSP aumenta (Turrigiano 2007, Binder e/ cz/.  1999). Nuestros resultados

sugieren que luego de un periodo de actividad neuronal exagerada (como lo es un SE),

Trldi inhibe  la respuesta mediada por el R-NMDA en la mayon'a de sinapsis corticales.

Este  mecanismo  contribuin'a  a  frenar  la  propagaci6n  de  convulsiones  y  reducir  la

excitotoxicidad mediada por el R-NMDA despu5s de rna descarga epil6ptica.

Se  acepta  que  en hipocampo,  despues  de  SE  ocune rna reorganizaci6n anti-

homeostatica o pro-epileptog6nica (Binder ef cr/.  1999).  Es necesario  realizar estudios

adicionales  para  evaluar  la  importancia  fisiol6gica  de  plasticidad  homeostatica  en

corteza  despu6s  de  SE,  y  la  posibilidad  de  potenciar  estos  mecanismos  con  fines

terap6uticos. Estos estudios deben'an realizarse en otros sistemas experimentales, como

en  tajadas  de  corteza  cerebral  o  incluso  mediante  registros  neuronales  en  el  animal

entero.

Por  el  contrario,  la  inhibici6n  observada  en  la  corteza  no  se  manifiesta  en

hipocanpo,  donde  se  observa incluso  rna  leve pero  significativa potenciaci6n  de  la

actividad de los R-NMDA.

Se  ha  visto  que  los  efectos  biol6gicos  de  las  neurotrofinas  y  de  BDNF  en

particular,  son  muy  diversos.  Esto  se  debe  en  parte  a  los  multiples  mecanismos  de

sefializaci6n que es capaz de activar. A trav6s de un estudio .en DPS aisladas pudimos

disectar diferentes mecanismos mediante los cuales BDNF regula al R-NMDA en las

sinapsis excitadoras.  Estos posiblemente tienen relevancia en relaci6n a la plasticidad

sinaptica  asociativa   (LTP   versus   LTD)   como   tambi6n   en  relaci6n  a  plasticidad

homeostatica.  A  su vez,  la mejor comprensi6n de mecanismos  homeostaticos podr'a
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ayudar a desarrollar estrategias tendientes a prevenir la epileptog6nesis en las epilepsias

adquiridas.
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