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Resumen

La activacién inmune materna (AIM) causada por la exposicion a patégenos o
inflamacion es un factor de riesgo para el desarrollo de déficits conductuales y
trastornos psiquiatricos como esquizofrenia y autismo en la descendencia. Diversos
estudios en modelos animales han documentado cambios estructurales del sistema
nervioso central y afectaciones conductuales en la descendencia tras la exposicion
materna a un lipopolisacario bacteriano (LPS) durante la gestacidon. A pesar del
creciente interés en la AIM en el desarrollo de alteraciones neuronales, queda un
amplio espectro de efectos por explorar dentro de las alteraciones que la AIM
ocasiona. Por ejemplo, la disfuncion en la transmision sindptica glutamatérgica,
gue recientemente se ha asociado con trastornos psiquidtricos como la
esquizofrenia. El glutamato, ademas de mediar respuestas rapidas, regula de
manera gradual la transmisidn sinaptica. Esto se debe a la gran diversidad de
receptores glutamatérgicos, entre ellos, los receptores metabotropicos de
glutamato (mGIuR), un grupo de receptores acoplados a proteina G que ejercen
una amplia gama de acciones moduladoras en las sinapsis excitadoras del sistema
nervioso central (SNC). La activacion selectiva de los diferentes mGIuR modula la
excitabilidad intrinseca, la fuerza de la transmision sindptica e induce multiples
formas de plasticidad a largo plazo. A pesar de la relevancia de los mGIuR en la
funcion normal del SNC, sabemos muy poco sobre los cambios que experimentan
durante los trastornos psiquiatricos. Por lo que en este trabajo analizamos como la
AIM influye en ciertas formas de plasticidad moduladas por los mGIuR en el area
CA3 del hipocampo. Utilizando registros extracelulares, perfilamos las alteraciones
en la transmision sindptica de esta regidn causadas por la exposicién materna a LPS
durante la gestacidon. Se encontrd que, a partir de los 30 dias postnatales, la AIM
causa una disminucién en la fuerza sindptica, disminuye la facilitacion por
frecuencia de estimulacion y por pulso pareado, provoca fallos en la induccion de
la mGlur-LTD inducida con (S)-3,5- Dihidroxifenilglicina (DHPG) y modificaciones en

el umbral @\ en las sinapsis excitadoras del hipocampo.



Abstract

Maternal immune activation (MIA) resulting from systemic inflammation or
exposure to pathogens during critical periods of embryonic development is a
significant risk factor for behavioral deficits and psychiatric disorders in the
offspring. Previous studies have focused on neurologic changes and behavioral
impairments following maternal exposure to Lipopolysaccharide (LPS). Although a
broad spectrum of behavioral abnormalities has been identified in animals exposed
to LPS — induced MIA, the possible alterations in synaptic transmission are barely
understood. Moreover, dysregulation of glutamatergic transmission is currently
associated with psychiatric disorders. The metabotropic glutamate receptors
(mGluRs) are a group of G-protein-coupled receptors that exert a broad array of
modulatory actions at excitatory synapses. mGluRs modulates the intrinsic
excitability and strength of the synaptic transmission and induces multiple forms of
long-term plasticity. Despite the relevance of mGIuRs in the brain's normal
function, little is known about the changes that mGluRs functionality exhibits after
MIA exposure during embryonic development. Here, we identify a series of
alterations of the synaptic transmission modulated by mGluRs on the mossy fiber —
CA3 synapse. Collectively, our results indicate a reduction in the strength of the
glutamatergic transmission, decreased MF paired-pulse ratio, and impairment in
the induction of long-term depression of animals exposed to MIA. This work
demonstrates that in response to MIA, the MF — CA3 synapse exhibits a series of
modifications that may contribute to the development of psychiatric disorders such

as schizophrenia.



INTRODUCCION.

Relacion entre el sistema nervioso y el sistema inmune.

El sistema nervioso central (SNC) y el sistema inmunoldgico (SI) actuan
coordinadamente en una variedad de respuestas esenciales para la sobrevivencia del
organismo (Steinman, 2004). Estos sistemas se comunican a través de mensajeros
qguimicos que van desde moléculas pequefias como el éxido nitrico, péptidos
neuroendocrinos como el factor liberador de corticotropina (CRF), hasta proteinas
como citocinas y factores de crecimiento (Engblom et al., 2002; Steinman, 1993;

Baumann et al., 1996; Goehler et al., 1999; Li et al., 2003).

Ademds de los mensajeros quimicos, existen multiples conexiones anatdmicas vy
fisiologicas entre el SNC y el SI, entre las cuales se incluyen el sistema nervioso
auténomo a través del nervio vago vy las fibras nerviosas simpaticas que conectan con
higado, bazo, médula dsea, timo, ganglios linfaticos, piel y el sistema gastrointestinal

(Steinman, 1993; Livnat et al., 1985; Felten et al., 1998).

Al dia de hoy, se han descrito tres tipos de interacciones entre estos sistemas: 1) el
SNC actua reciprocamente con el Sl; 2) el SNC regula al SI; o 3) el Sl regula al SNC
(Steinman, 2004). El ejemplo mads claro de una interaccién reciproca, es la
orquestacion del SNC de una respuesta febril en reaccion a la movilizacién del SI
contra una infeccién (Blatteis, 2000). Asi, una infeccién es uno de los principales
estimulos para que el SI module al SNC. Por otro lado, el SNC puede modular al Sl en
respuesta al estrés ambiental a través de la hipdfisis (Steinman, 2003). Las
interacciones entre el SNC y el Sl son diversas y complejas. Por ende, existe un marco

sustancial por explorar.



Trastornos psiquiatricos y activacion inmune materna.

Es un hecho que el SI mantiene una comunicacién activa con el SNC y periférico. De
igual manera, diversos neurotransmisores modulan la actividad del SI. Bajo este
contexto, se ha documentado que la activacién de la respuesta inmune es capaz de
modificar la excitabilidad intrinseca y transmisién sinaptica neuronal (Roumier et al.,

2008; Patrich et al., 2016).

La activacién del sistema inmune durante ciertas etapas del desarrollo embrionario
representa un factor de riesgo para el desarrollo de trastornos psiquidtricos. Esta
conexion ha generado un creciente interés entre activacién inmune materna (AIM) y
la propension a desarrollar esquizofrenia y transtornos dentro del espectro autista
(Solek et al., 2018; Rott et al., 1985; Mednick et al., 1988; Brown et al., 2004; Hyman
et al., 2005; Mortensen et al., 2007; Yolken et al., 2009). En conjunto, estos hallazgos
sugieren que la AIM interfiere con el neurodesarrollo de la progenie (Solek et al.,

2018).

Modelos animales de Activacion inmune materna.

Diversos modelos animales han explorado la inflamacion en hembras gestantes. Entre
los mas exitosos destacan aquellos en los que se administra un lipopolisacarido
bacteriano (LPS) (via intraperitoneal (IP) o sistémica). El LPS induce activacion de la
respuesta inmune innata en la madre, y conlleva a la produccién de citocinas
proinflamatorias, activacién del eje hipotalamo-pituitario-adrenal con la
concomitante generacién de fiebre. Existe una ventana de tiempo que resulta critica
para asociar a la activacion inmune materna con la propensién a desarrollar
enfermedades psiquidtricas: dicha propensiéon se vuelve estadisticamente
significativa si la AIM se presenta entre el primer y segundo trimestre del embarazo

(Boksa, 2010).



Lipopolisacarido bacteriano (LPS) y su via de sefializacion.

El LPS es un componente de la pared celular de bacterias GRAM negativas. Este se
une al receptor TLR4 (un receptor integral de membrana tipo 1), presente en varios
tipos de células del sistema inmune, activando vias de sefializacion que
desencadenan una respuesta inflamatoria (Reisinger et al., 2015) (Figura 1). En
células del SI, la activacidon del TLR4 se produce a través de una serie de interacciones
con diversas proteinas, incluida la proteina de uniéon a LPS (LBP), CD14 y MD-2
(Schultz et al., 2007). LBP es una proteina de unién que facilita la asociacién entre LPS
y CD14 (Tobias et al., 1986). A su vez, CD14 se encuentra anclada a la membrana
celular por un glucosilfosfatidilinositol; CD14 facilita la transferencia de LPS al
complejo TLR4 / MD-2 y modula el reconocimiento de LPS (Wright et al., 1990). De
esta manera, el LPS se une al receptor TLR4 e induce la formacién del complejo TLR4-
MD2- LPS, lo que recluta dominios TIR del receptor para unirse entre si e iniciar la
sefializacion.

De manera candnica, el LPS tiene dos vias de sefializacién: la via dependiente de
MyD88 y la dependiente de TRIF (Yong-Chen et al., 2008). En la via dependiente de
MyD88, la proteina TIRAP se une al dominio TIR y recluta a MyD88. Posteriormente
se lleva a cabo la activacion de TRAF 6 (Factor asociado al receptor de TNF 6)
mediante IRAK-1 e IRAK-4, que conducen a la activacion de TAK 1. Este complejo
activara otro complejo de cinasas (IKK), y el factor nuclear Kappa beta (NF-kB) que
llevard a la subsecuente activacion de genes para la produccion de citocinas
proinflamatorias. La activacion de TAK1 también activarda MAPKs (MAP cinasas) como

JNK'y p38, que a su vez activaran AP-1 (Akira et al., 2006).

En la via dependiente de TRIF, la proteina TRAM se une al dominio TIR del TLR4, y
recluta a las proteinas TRIF, TRAF6, y TRAF3. TRAF6 interactla con RIP-1 y activa a
TAK1. TRAF-3 activa el complejo IKK y TBK1 que conducen a la activacién de IFR3,
para producir la transcripcion de genes que codifican para interferones tipo | (Bowi &

Haga, 2005; Perry et al., 2005; Kawasaki y Kawai, 2014).
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Figura 1. Vias de sefializacién de TLR4 al unirse a LPS. La via dependiente de MyD88,
activa NF-kB para la transcripcion de genes y produccion de citocinas
proinflamatorias. La via dependiente de TRIF activa IRF y estimula la transcripcion de
genes que codifican la produccién de interferones tipo I. Tomado y modificado de
Kawasaki y Kawai (2014).

Sistema inmune y neurodesarrollo.

éComo es que la activacion del sistema inmune innato de la madre puede afectar el
desarrollo del SNC de las crias durante la gestacion? En respuesta a esta interrogante,
a continuacion, se presentan una serie de mecanismos que subyacen a la regulacién

que ejerce el sistema inmune sobre el desarrollo del sistema nervioso.

Durante el desarrollo y maduracion del SNC, el S| participa activamente mediante la
microglia, el componente celular del sistema inmune innato presente en el SNC (Lenz

& Nelson, 2018). La microglia es una poblacién de macréfagos residentes del SNC,



donde la infiltracién de monocitos y linfocitos periféricos es limitada (Engelhardt,
2008). Estas células derivan del saco vitelino y células madre de médula dsea; migran
al SNC de forma temprana durante el desarrollo y permanecen en el como una

poblacion residente (Quesada et al., 2016).

En condiciones homeostaticas (en mamifero adulto), las células de la microglia se
encuentran en un estado inactivo, y solo monitorean el ambiente cerebral. En
estados patoldgicos como el trauma cerebral o los procesos infecciosos, estas células
modifican su fenotipo y entran en un estado activo conocido como M1. En esta
condicion, los receptores de membrana de la microglia tienen la capacidad de
reconocer antigenos exogenos y liberar citocinas proinflamatorias (Shrikant &
Benveniste, 1996). Adicionalmente, durante el desarrollo embrionario normal, la
microglia se encuentra en estado M1 y presenta morfologia tipo ameboide con

funcion fagocitica activa (Deverman & Patterson, 2009).

La microglia regula el desarrollo y maduraciéon neuronal a través de dos vias: la
secrecién de citocinas y la fagocitosis (Hoshiko et al., 2012; Lenz et al., 2013). Las
citocinas son glucoproteinas extracelulares, hidrosolubles. Se clasifican en
interleucinas (IL), factores de necrosis tumoral (TNF); quimiocinas (citocinas
guimiotacticas); interferones (IFN) y factores de crecimiento mesenquimal (Sommer
& White, 2010). Entre las consideradas citocinas proinflamatorias se agrupan las
interleucinas 1, 2,6 y 7 (IL- 1, IL-2, IL-6, IL-7) asi como el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a). Las conocidas como citocinas antiinflamatorias son las interleucinas IL-4,

IL10, IL-13 y FTCB (factor transformador de crecimiento B) (Barros et al., 2012).

Se ha reportado que durante el desarrollo intrauterino, la microglia embrionaria
secreta IL-1B, IL-6, IL-1, IL-11 y TNF-a. La IL-1B promueve proliferacion celular de
células madre durante la neurogénesis (Carpentier & Palmer, 2009). La IL-6 y la IL-11
promueven diferenciacion y supervivencia de oligodendrocitos (Barres et al., 1993).
Por otra parte, el interferon gamma (IFN-y), una citocina promotora de fagocitosis,

induce muerte celular en oligodendrocitos y sus progenitores (LaFerla et al., 2000).



Ademas, el IFN-y inhibe el crecimiento dendritico en neuronas hipocampales y
simpaticas y causa retraccién de dendritas ya existentes (Kim et al., 2002). Por otra
parte, la IL-1 es un mitégeno especifico para astrocitos que alcanza su nivel mas alto
durante la astrogliogénesis (Giulian et al., 1988). Los astrocitos, que son las
principales células gliales, producen gran cantidad de factores qué a su vez,
promueven la sinaptogénesis (Barres, 2008). Sin embargo, la formacién de sinapsis
postsindpticas activas requiere TNF-a proveniente de la microglia. EIl TNF-a es un
importante regulador de la apoptosis, sinaptogénesis ademas de modular la fuerza

sinaptica neuronal (Cingolani et al.,2008; Carpentier & Palmer, 2009).

Al mismo tiempo, la funcién fagocitica de la microglia es esencial para la
consolidacién de los circuitos cerebrales mediante el proceso de poda neuronal.
Ademas, su actividad fagocitica controla la cantidad de células progenitoras
neuronales durante el desarrollo y la adultez (Wang et al.,, 2002; Deverman vy

Patterson, 2009).

Si la actividad de la microglia embrionaria sufre alteraciones debido a factores
externos (como lo es una infeccion sistémica), esto se refleja en el desarrollo del SNC
(Morgan et al., 2010; Wei et al., 2012). Por ejemplo, en ratas gestantes infectadas
con LPS, se incrementa la sintesis de citocinas proinflamatorias (IL-1 B, IL-6 y TNF-a).
Dichas interleucinas atraviesan la barrera placentaria y actian en el SNC en

desarrollo, inhibiendo la microglia (Camara et al., 2015; Zhao et al., 2019).

El hipocampo y la formacion hipocampal.

El hipocampo es una estructura mesolimbica asociada a procesos cognitivos,
memoria y aprendizaje (Zola-Morgan & Squire, 1990). Del hipocampo se ha estudiado
tanto su estructura y funcion en condiciones fisioldgicas, como también su funcién en
diversas patologias (Andersen, 2007). Aun asi, y a pesar de la vasta informacion
acerca de la fisiologia hipocampal, se sabe muy poco acerca de las alteraciones que

experimenta en respuesta a la activacion de sistema inmunoldgico.



En el SNC, el hipocampo se encuentra ubicado dentro del ldbulo temporal medial
(Figura 2). Se distingue externamente por su forma parecida a un caballito de mar
(Figura 3). El hipocampo estd formado por capas de neuronas densamente
compactas, de las cuales, la principal es la capa de neuronas piramidales. Esta capa se
divide en tres dreas principales, llamadas Cuernos de Amoén 3, 2 y 1 (CA3, CA2 y CAl)
(Lorente de No, 1934).

Figura 2. Cerebro de roedor, Figura 3. Hipocampo de humano disectado
mostrando una seccidon septo- (izquierda) y comparado con un ejemplar de
temporal y un corte transversal del Hippocampus leria (derecha) Tomado vy
hipocampo. DG; giro dentado, v.p; modificado de Andersen et al., 2007.

via perforante, a; alveus, y regiones

CA1, CA2 y CA3 del hipocampo.

Tomado y modificado de Andersen

etal., 2007

Dentro del Iébulo temporal, el giro dentado, el hipocampo (CA3-CA2-CA1l), las
regiones conocidas como subiculum, presubiculum, parasubiculum, ademas de la
corteza entorrinal, se encuentran altamente interconectadas. En conjunto, estas
estructuras se conocen como formacion hipocampal (Andersen, 2007) (Figura 4). La
organizacion de la formacién hipocampal permite visualizar sus conexiones como un
circuito, conocido como circuito trisindptico, propuesto por Ramon y Cajal. Dada la
complejidad de las conexiones neuronales del circuito hipocampal, la organizacién
trisinaptica hipocampal es un concepto que ha sido rebasado, y solo sirve como

referencia para entender grosso modo, la conectividad de esta region cerebral.



En este contexto, la corteza entorrinal (CE) es la primera aferencia excitadora del
hipocampo. Mucha de la informacién proveniente de la neocorteza, llega al
hipocampo a través de la CE. Las células superficiales de la CE envian sus axones
(conocidos genéricamente como via perforante) al giro dentado (GD), donde hacen
contacto con las células granulares, ademas de hacer sinapsis distales con las
neuronas piramidales de CA3. A su vez, las neuronas granulares del GD, envian sus
axones a la regidon CA3. Estos axones se denominan fibras musgosas (FM) y hacen
contacto con neuronas piramidales e interneuronas GABAérgicas. Los axones de las
neuronas de CA3 generan dos tipos de salidas sindpticas. Las que llegan a la region
CA1 y reciben el nombre genérico de colaterales de Schaffer (sinapsis CA3 — CA1) y
las que hacen conexiones sindpticas locales con otras neuronas piramidales de CA3
(sinapsis comisurales / asociacionales o CA3-CA3). Finalmente, los axones de CA1l
proyectan al subiculum y a la CE, cerrando el circuito (Figura 4) (Amaral & Lavenex en:

Andersen,2007).

Figura 4. Representacion grafica de la conectividad sindptica entre el hipocampo vy la
formacion hipocampal. La corteza entorrinal (CE) proyecta hacia el giro dentado (GD).
Este proyecta hacia CA3, y CA3 hacia CAl. El Ultimo paso es la proyeccién de CAl
hacia CE. Sub: subiculum; Pre: presubiculum; Para; parasubiculum. Rogawski et al.
(2012).



De las conexiones que se establecen entre las areas de la formacién hipocampal, las
gue van del giro dentado hacia CA3 del hipocampo son relevantes para este
proyecto, dado que son las menos estudiadas en el ambito de la activacién inmune
materna. Y son parte importante del circuito que se establece entre la formacién

hipocampal. Ademads de su relevancia en procesos de aprendizaje y memoria.

Giro dentado y area CA3.

En la ultima década, la investigacidn sobre trastornos psiquidtricos, incluidas las
investigaciones de activacion inmune materna, se han centrado principalmente en la
neurogénesis del SNC adulto. La neurogénesis adulta es el proceso por el cual se
generan nuevas neuronas durante esta etapa de la vida a partir de progenitores
neurales. Las células progenitoras primero proliferan y luego se diferencian en
neuronas inmaduras. Estas neuronas maduran y se vuelven funcionales una vez que
han establecido conexiones eficientes (Tanti & Belzung, 2013). El giro dentado es una
de las areas donde existe neurogénesis adulta. Ademas de la importancia del GD en
el proceso de neurogénesis, la interaccion entre GD y CA3 es responsable del proceso
de separacion de patrones neuronales, reconocimiento espacial y orientacion
(McHugh et al, 2007). La separacion de patrones neuronales representa la
ortogonalizacién de la transmisidn sindptica para evitar el sobrelapamiento de
distintas representaciones o trazos de memoria a corto plazo (Marr, 1971; Treves y
Rolls, 1992). Esta capacidad de codificar diferencialmente pequefios cambios
derivados de estimulos muy similares. Es particularmente importante para la
precision en la codificaciéon de memoria (Clelland et al., 2009).

El GD estd organizado en tres capas: la capa de células granulares, la capa molecular y
la capa de células polimérficas (Figura 5). Los somas de las células granulares tienen

forma eliptica y un didmetro aproximado de 10 um. Las dendritas de estas células se



extienden perpendicularmente, en la capa molecular, formando multiples contactos
sindpticos con la corteza entorrinal. Estas dendritas emergen solo de la porcion apical
del soma, por lo tanto, las células granulares son consideradas neuronas
monopolares. Por el otro lado, los axones tienen origen en la porcion basal del soma

y se extienden sobre la capa de células polimdrficas (o hilus).

Figura 5. Seccién del hipocampo de rata, tefiido con sulfuro de plata, donde se
observan las tres capas que forman al giro dentado. La primera capa, la mas
superficial, es la capa molecular (M), seguida a esta se encuentra la capa de células
granulares (CG) y estas dos capas forman una C, la Ultima capa es la capa de células
polimdrficas o hilus (H) donde pasan y hacen conexiones los axones de las células
granulares, estos axones o fibras musgosas (FM) se extienden hacia CA3, por el
stratum lucidum. Tomado y modificado de Andersen, 2007.

Las fibras musgosas.

Cada célula granular del GD da lugar a un axén no mielinizado de aproximadamente
0,2 um de didmetro. Estos axones o FM son nombradas asi por su similitud a las
neuronas del cerebelo, que Cajal previamente habia nombrado también con el
nombre de Fibras musgosas (Claiborne et al., 1986; Frotscher et al., 1991; Acsady et

al., 1998).

Las FM forman numerosas colaterales a lo largo del hilus que inervan varios tipos de
células presentes en el subcampo hilar. Posteriormente proyectan hacia las dendritas

apicales, y en algunos casos a las dendritas basales, de las neuronas piramidales en
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CA3 (Claiborne et al, 1986). Las proyecciones de las FM forman un entramado
apretado paralelo a la capa de células piramidales, en el stratum lucidum de CA3.
Region que corresponde aproximadamente a los primeros 100 um después de la capa
de neuronas piramidales en CA3 (stratum piramidale). Las FM tienen terminales
sindpticas especializadas conocidas como botones musgosos, con un diametro
aproximado de 4-10 um. De los botones musgosos surge una serie de ramificaciones
pequefias llamadas extensiones filopodiales (0.5 - 2.0 um). También, a lo largo de las
fibras musgosas se encuentran otras zonas de contacto sindptico conocidas como
botones en passant (3 - 5 um). Las células musgosas constituyen el objetivo principal
de los botones musgosos en el hilus. Las terminales filopodiales y botones en passant
inervan selectivamente a interneuronas (Acsady et al., 1998). En las sinapsis de FM-
CA3, cada botdon musgoso forma un complejo sindptico Unico con un proceso
postsindptico igualmente complejo llamado excrecencia espinosa. Estos procesos,
similares a espinas, se derivan de las dendritas de las neuronas piramidales de CA3.
Las espinas dendriticas son entidades grandes y multilobuladas. Los botones
musgosos pueden inervar a las neuronas piramidales de CA3 en multiples segmentos

dendriticos, ya sea de la misma neurona o de otras (Figura 6).

Granule Cells

CA3 Pyramidal Cells

Figura 6. Las fibras musgosas tienen terminales filopodiales y botones en passant que
forman conexiones con distintos tipos de interneuronas y con células musgosas, los
botones musgosos hacen sinapsis con las excresencias espinosas en las dendritas
distales de las neuronas piramidales de CA3. Tomado de Cosgrove et al. (2011).
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Las sinapsis que establecen las FM, en comparacién con otras proyecciones dentro de
la formacion hipocampal, tienen grandes diferencias en muchas caracteristicas
morfoldgicas, farmacolégicas y propiedades fisiolégicas (Barrionuevo et al., 2000). A
lo largo de su paso por el hilus y el stratum lucidum las FM hacen un mayor nimero
de contactos con interneuronas inhibitorias que con neuronas piramidales de CA3.
Por lo que, la estimulacion de las células granulares conduce a la activacién de un
grupo especifico de neuronas piramidales de CA3 al mismo tiempo que inhibe las
demas neuronas piramidales de CA3 (Andersen et al., 1966). Por lo tanto,
contrariamente a la prediccion del modelo de circuito trisindptico del hipocampo, el
efecto neto de la activacion de las FM puede ser considerado inhibitorio sobre la red
de CA3 (Acsady et al., 1998). Esta complejidad morfoldgica y las propiedades
sinapticas le confiere a las FM un rol predominante en la transformacién de la
informacion proveniente de la corteza entorrinal y su transmisiéon por el circuito

hipocampal (Rollenhagen & Liibke 2010; Evstratova & Téth 2014).

Transmision glutamatérgica en las fibras musgosas.

A pesar de que las sinapsis pueden ser quimicas o eléctricas, en esta tesis nos
centraremos en las quimicas, debido a que el trabajo se enfoca en las fibras
musgosas. La transmision sinaptica quimica, puede dividirse en diferentes partes. La
liberacion del neurotransmisor desde una especializacién presindptica, su difusion a
través de la hendidura sinaptica, activacion de los receptores postsindpticos vy

posterior metabolizacién y recaptura.

Las terminales sinapticas de las FM o botones musgosos contienen numerosos sitios
de liberacion con miles de pequefias vesiculas claras y otras vesiculas grandes de
nucleo denso. Estos botones liberan glutamato. Sin embargo, se descubrid que las
células granulares y sus fibras musgosas ademas poseen la maquinaria para la
sintesis, vesiculacion vy liberacion de GABA, es decir, que las células granulares

expresan un fenotipo dual GABAérgico/glutamaterérgico (Gutiérrez, 2003). Sin
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embargo, este fenotipo dual solo se expresa en edades tempranas, posiblemente con
un papel en el neurodesarrollo y se desactiva junto con la maduracién del sistema
nervioso (Gutiérrez, 2003; 2005). Por otro lado, las fibras musgosas también liberan
otros neurotransmisores como BDNF, dinorfina, ATP y colescistoquinina (McGinty et

al., 1983).

El glutamato es un aminodcido esencial y representa el neurotransmisor excitador
por excelencia, ademas de ser el mas abundante del SNC. El glutamato tiene la
capacidad de mediar procesos de excitacion rapida, pero también es capaz de
modular la transmision sindptica de manera gradual. Esta complejidad en la
transmision glutamatérgica se debe a que existen distintos tipos de receptores para

el glutamato (Griego & Galvan, 2019).

Receptores ionotrépicos de glutamato.

La excitacion rapida estd mediada por receptores ionotrépicos de glutamato (iGIuR).
Que son una serie de canales cationicos sensibles a ligando. En el SNC de los
mamiferos se expresan tres subfamilias de iGIuR: los receptores de glutamato
sensibles al N-metil-D-aspartato (NMDA-R), los receptores sensibles al acido amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA-R), expresados en sitios postsinapticos, vy
los sensibles a kainato (KR), que se encuentran, en su mayoria, expresados
presinapticamente. Todos los miembros de iGluR estan formados por proteinas con
estructuras tetramericas (Traynelis et al., 2010). Los iGluR comparten una topologia
comun, que consiste en un dominio N-terminal extracelular, un dominio de unién
para el ligando, tres dominios transmembrana (M1, M3 y M4), un bucle de
membrana orientado hacia el citoplasma (M2), y un dominio C-terminal intracelular

(Figura 7).
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Dominio N-Terminal

A

Citoplasma

Dominio C-Terminal

Figura 7. Estructura general compartida por los iGluR. Estos receptores contienen un
dominio extracelular N-Terminal, un dominio de unién a ligando, tres dominios
transmembranales (M1, M3, M4), un bucle de membrana M2 y un dominio
intracelular C-Terminal.

El glutamato que se libera de los botones musgosos actla sobre receptores
postsinapticos de tipo AMPA vy receptores de Kainato presentes en las excresencias
espinosas de las neuronas piramidales de CA3 (Baude et al., 1995). Esta sinapsis se
caracteriza por tener una baja expresion de receptores NMDA (Monaghan & Cotman,
1985). Por lo que, el componente mayoritario que media las respuestas rapidas en las

fibras musgosas esta dado por receptores tipo AMPA.

Los receptores AMPA se componen de diferentes combinaciones de cuatro
subunidades GluR (GluR1-4) (Hollmann et al., 1989; Keindnen et al., 1990; Hollmann
& Heinemann, 1994; Nakanishi et al., 1998; Ozawa et al.,, 1998). En neuronas
piramidales del hipocampo adulto (en roedores) son tetrameros GIuR1-2 o GIuR2-3
(Wenthold et al., 1996). El poro del receptor permite la entrada de Na* y salida de K*.
Dependiendo de la composicion de subunidades, estos receptores también pueden
ser permeables a Ca®". Esta permeabilidad estd determinada por la presencia o
ausencia de un aminodcido (arginina, R) en un segmento de la subunidad GluR2

(Dingledine et al., 1999). Los AMPAR requieren glutamato en concentraciones
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aproximadas a 100 nM para abrirse. Esto le permite tener una cinética de unién
rapida y una alta probabilidad de apertura. Por lo que estos receptores median

respuestas rapidas (Mayer & Armstrong, 2004).

Receptores metabotrépicos de glutamato.

Ademds de los receptores ionotrdpicos, el glutamato también puede activar
receptores metabotrépicos (mGIuR). Los mGIuR, estructuralmente se caracterizan
por tener 7 dominios transmembranales y su dominio intracelular se acopla a una
proteina G (Figura 8). Como consecuencia de esta conformacion, los mGluRs actlan a
través de la activaciéon de proteinas G y segundos mensajeros para modular la
excitabilidad intrinseca y la transmision sindptica de manera gradual (Griego &
Galvan, 2008). Los mGluR estadn estratégicamente posicionados en todo el eje axonal
y somatodendritico donde ejercen una regulacion precisa de la transmision sinaptica
(Knopfel & Uusisaari, 2007). Debido a su segregacién espacial y a que tienen una baja
afinidad por el glutamato, se considera que los mGIuR funcionan como
autorreceptores que regulan de manera especifica la fuerza de la transmision
excitadora (Petralia et al., 1996; Scanziani et al., 1997; Kamiya & Ozawa, 1999;
Bradley et al., 2000). Sin embargo, los mGIuR también funcionan como
heteroreceptores regulando la liberacién de una variedad de neurotransmisores,
tanto excitadores como inhibidores, aminoacidos, neuropéptidos y monoaminas

(Cartmell & Schoepp, 2000).
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Dominio de unién aligando

Dominiostransmembranales
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g

Proteina G: tres subunidades

Figura 8. Estructura general de los mGluR. Estos receptores contienen un dominio
extracelular N-Terminal, un dominio de unién a ligando, siete dominios
transmembranales y un dominio intracelular acoplado a proteina G, esta Ultima se
compone de tres subunidades (a, B, y 7v).

Los mGIluR se clasifican en tres grupos (I a Ill). Esta clasificacion se basa en la
homologia de su secuencia, mecanismos de transduccién y farmacologia (Conn & Pin,
1997; Anwyl, 1999). El grupo | (Gp |) comprende mGIluR1 y mGIuR5 que estan
vinculados a proteinas G del tipo Gg, y se expresan principalmente en sitios
postsinapticos. El grupo Il (Gp II) que engloba al mGIuR2 y mGIuR3 vy el grupo Il (Gp
[lI) que comprende a mGIuR4, mGluR6, mGIuR7 y mGIuR8 se acoplan a proteinas Gy

y se expresan a nivel pre y postsinaptico.

Los miembros del Grupo I: mGIuR1 y mGIluR5, son receptores acoplados a proteinas
Gg/11. Estas proteinas activan diversos efectores intracelulares. Asi, la estimulacion del
grupo | desencadena una via de sefializacion que implica la activacién de fosfolipasa C
(PLC) seguida por hidrodlisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para formar
diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Estas moléculas funcionan como
segundos mensajeros. Por un lado, el DAG activa la proteina cinasa C (PKC); por el

otro lado, el IP3 activa el receptor intracelular IP3R y estimula la liberacion de calcio
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de las reservas intracelulares (Fagni et al., 2000; Berridge, 2005). La activacion de los
mGIuR1 y mGIluR5 produce sefiales de calcio diferentes, dependiendo si se activa un
receptor u otro. El mGIuR1 induce un aumento transitorio en el calcio citosdlico
seguido de una meseta constante de Ca?*. El mGIuR5 desencadena una oscilacién del
calcio citosélico mediada por la movilizacién de Ca?* de las reservas intracelulares
(Kawabata et al., 1998; Nash et al., 2002). La activacion selectiva de estos receptores
define la fuerza, duracion y el tipo de plasticidad sinaptica que se desencadena

(Barbara, 2002; Seo et al., 2012; Abdul-Ghani et al., 2017; Choi et al., 2018).

En las sinapsis de FM — CA3 , a nivel postsinaptico, se expresan ambos receptores, el
mGIuR1 y el mGIuR5. Estos se encuentran alejados de la hendidura sindptica, en el
espacio extrasinaptico. Tienen poca participacion en las respuestas rapidas
glutamatérgicas del drea CA3, sin embargo, se ha reportado que regulan la fuerza de
la transmision sindptica de las FM durante descargas de alta frecuencia (Miles &
Poncer, 1993; Scanziani et al., 1997, Baude et al., 1993). Aunque esto aun es
controversial. Dado que el grupo | de receptores también participa en mecanismos de

depresién sinaptica en varias areas entre ellas las FM-CA3 (Suzuki & Okada, 2010).

Por otra parte, en la sinapsis FM — CA3, a nivel presinaptico se expresa el receptor
mGlu2. En el hipocampo, el ARNm que codifica mGIuR2 esta presente en las células
granulares y estd ausente en las células piramidales de CA3 (Tanabe et al., 1992). Por
lo tanto, las sinapsis de tipo Comisurales/Asociasionales no expresan este receptor.
Razon por la cual, la sensibilidad a un agonista del mGluR2 como el DCG-IV, sirve
como parametro distintivo de identificacién de una sinapsis FM — CA3. De esta
manera, la activacién farmacoldgica del mGIuR2 se utiliza para verificar o confirmar el
origen de las respuestas evocadas en el area de CA3 (Blimcke et al., 1996; Petralia et

al., 1996).

Los mGIuR del grupo Il se acoplan a proteinas Gjo. La proteina Gi/o a su vez se acopla
negativamente a adenilato ciclasa (AC). La AC forma parte de una cascada de

sefializacion la cual desencadena la produccion de AMPc. Un segundo mensajero que
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juega un papel central en la liberacidn de neurotransmisores. Los botones musgosos
contienen gran cantidad de AC (Weisskopf et al., 1994). Ademas, el grupo Il de mGIuR
también esta acoplado negativamente a los canales de calcio de tipo N (lkeda et al.,
1995). En consecuencia, se ha postulado la activacion del mGIuR2 reduce la entrada
de calcio y, por lo tanto, la liberacion de neurotransmisores (Kamiya et al., 1996). Asi,
la funcién principal de los mGIuR del grupo Il es reducir la liberacion de glutamato,
mediando la transmision de la excitacidon rapida. De modo que, la activacion de los
mGIuR del grupo Il ejercen un efecto negativo sobre la fuerza de la transmisiéon
sindptica. Su activacion inhibe la transmision sindptica en la sinapsis FM — CA3
(Kamiya et al., 1996) y con menor potencia, también puede inhibir la transmision en
interneuronas de CA3 (Toth et al., 2000; Alle et al., 2001; Galvan et al., 2008). De
manera interesante, estos receptores también participan en los mecanismos de

depresidn sinaptica en las sinapsis FM — CA3 (Kobayashi et al., 1996).

Hasta este punto, se ha resaltado que tanto el grupo | como el grupo Il de mGIuR,
modulan la transmisién sindptica de la sinapsis FM — CA3. Por lo que, ahora es
importante explicar a detalle estos procesos y como se lleva a cabo el estudio de

fendmenos como la “plasticidad” en las fibras musgosas.

Plasticidad sinaptica en las fibras musgosas.

La plasticidad sinaptica se define como la capacidad que tienen las sinapsis para
modificar su organizacidon estructural y funcional ante los estimulos del entorno. En
particular, las sinapsis responden mediante aumentos o decrementos en su eficacia.
Existen multiples formas de plasticidad dependientes de la actividad fisiolégica. Por lo
gue los cambios en la eficacia sindptica son dependientes del nimero y duracién de
estimulos recibidos. Ademds, este proceso es modulado dindmicamente por la

actividad pre- y postsinaptica.

La modulacion sinaptica ha sido estudiada con diversos modelos, entre los que se

incluye el modelo propuesto por Donald Hebb (1949). La idea propuesta por Hebb
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conocida como plasticidad Hebbiana dicta que la eficacia sindptica aumenta si hay un
efecto de causalidad entre las neuronas que forman la sinapsis. Es decir, solo si las
dos neuronas se activan de manera simultanea se produce un incremento en la
eficacia sindptica. Caso opuesto, la activacion de una sola neurona produce depresion
sindptica. En este modelo la sinapsis J;j que conecta la neurona j con la neurona J,
depende solo de la actividad de estas dos neuronas y no del estado de otras
neuronas en la misma red. Asi la dindamica de la sinapsis depende solo de tres
variables: V;, V;y Jjo sea Ji= F(Jj; Vi, Vj), donde V es la frecuencia de disparo. Como se
busca una relacion causal entre la actividad de estas dos neuronas se introduce un
término de correlacién viv;: y la ecuacion final que define la regla de Hebb queda asi:
@ = —JE+A[VL' — 0][Vj — 6]
dt r

Donde se afiade una variable de aprendizaje y se representa como Ay la constante de
tiempo se denomina r. Esta ecuacion postula que la eficacia aumenta cuando las dos
neuronas tienen actividad por encima del umbral @, mientras que disminuye si la
actividad de las neuronas no esta correlacionada, es decir que solo una estd activa.
Esta regla de plasticidad presenta varios inconvenientes. Por ejemplo, para evitar
tasas de disparo muy altas o bajas, la corriente excitadora total que recibe la neurona
debe ser regulable. Esto concepto es dificil de integrar en la ecuacidn previamente
descrita si las sinapsis son modificadas de manera independiente con respecto a la

otra.

Bienestock, Cooper y Munro (1982) sugirieron un mecanismo que ayuda a lidiar con
los inconvenientes no resueltos por el modelo de Hebb. El modelo propuesto por
estos investigadores es conocido como modelo BMC. Este modelo postula que la
actividad presindptica y postsinaptica correlacionadas, evocan potenciacion cuando la
tasa de disparo postsindptica esta por encima de cierto valor umbral (@wv) y produce
depresidn cuando estd por debajo. Para que este modelo sea estable se necesita que
este umbral sea variable, es decir que Ow sea capaz de adaptarse como funcién de la

actividad postsinaptica promedio. Por ejemplo, el umbral aumenta sila neurona
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postsindptica tiene mayor actividad, haciendo la potenciacién mas dificil de inducir y

la depresidn mas facil de inducir (Figura 9).
La ecuacion general de este modelo es:
mj (t) =@ (C, Om ) dj

donde mjrepresenta la eficacia de la sinapsis; dj representa la actividad presinaptica;
C representa la actividad postsindptica y @wm es la funcidén no linear del promedio de la

actividad celular.

Asi Oy = (C?). Y variaciones en C cambian el valor del umbral de modificacion O

como se observa en la figura 8:

P(C)<0paraC<Ou 6 PD(C)>0paraC>0On

(2]}

: Co

[
L )

Figura 9. Modelo de plasticidad BMC, donde si la actividad postsinaptica aumenta (C)
el umbral de modificacion @mtambién aumenta. Tomado de Bienestock, Copper &
Munro (1982).

El modelo BMC ha sido estudiado en sinapsis donde los procesos de plasticidad son
expresados en la regidon postsindptica, como es el caso de las respuestas mediadas
por receptores NMDAR. En el hipocampo, Dudek y Bear (1992) utilizaron el modelo
BMC para explicar los cambios plasticos en las sinapsis colaterales de Schaffer — CA1

(Figura 10). Sin embargo, en las sinapsis de FM-CA3 este modelo no ha sido
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explorado. Es importante mencionar que, en este trabajo, se aplicé el modelo BMC
para estudiar el cambio en el umbral de modificacion @y durante la induccion de
depresion a largo plazo, un proceso de plasticidad sindptica que es independiente a
receptores NMDA vy se induce de manera presindptica en las sinapsis FM-CA3.

Nuestro trabajo exploré cambios en la induccién de LTD inducidos por AIM (ver mas

adelante).
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Figura 10. Comparacion del modelo tedrico y la experimentacion en las sinapsis CS-
CAl. (A) Efecto a los 30 minutos después de 900 pulsos administrados a varias
frecuencias de estimulacion (1,3,5,10 y 50 Hz); (media + SEM) n=5 para cada punto.
(B) Funcion del umbral de modificacién @wm de Bienenstock- Munro- Cooper. Tomado
de Dudek & Bear,1992.

Facilitacién sinaptica.

Como se menciond anteriormente, las sinapsis responden mediante incrementos en
su eficacia como lo son la facilitaciéon y la potenciacion. O bien mediante
decrementos como depresion o atenuacién en su eficacia. Las diferentes formas de
plasticidad son clasificadas con base a su duracién. Dentro de los procesos de
plasticidad que se clasifican como de corto plazo (duracién de milisegundos a

minutos), se encuentran la facilitacién, potenciacion y depresion. (Zucker & Regehr,
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2002). Los que se clasifican como de largo plazo, tienen una duracion desde 30
minutos, horas, dias, semanas e incluso afios, estos fendmenos se conocen como

potenciacién a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD).

Los mecanismos celulares que median los diversos tipos de plasticidad (facilitacion,
potenciacién, depresién) solo se han esclarecido parcialmente. A lo largo de la
historia se han desarrollado distintas técnicas para su estudio. Entre las cuales se
encuentran las técnicas electrofisioldgicas, que se basan en las propiedades eléctricas
de las neuronas. Gracias a estas técnicas se ha podido estudiar los fendmenos de
plasticidad, tanto a corto como a largo plazo. Por ejemplo, si se aplica un par de
estimulos eléctricos sobre una sinapsis, se generan dos respuestas sinapticas. Asi,
cuando el segundo pulso es suficientemente cercano en el tiempo al primero (< 1
segundo) se produce un aumento en la amplitud de la segunda respuesta (Johnston,
1947). A este fendmeno se le conoce como facilitacion, especificamente facilitacion
por pulso pareado. La facilitacién es una caracteristica fundamental de las sinapsis
con baja probabilidad de liberacion (Jackman & Reghr, 2017). Si consideramos que la
liberacién de neurotransmisor depende de la existencia de vesiculas ancladas vy listas
para ser liberadas en la zona activa, el aumento y/o disminucion de la eficacia
sinaptica depende directamente de la fracciéon de vesiculas liberadas (Stevens &
Wang 1995; Debanne et al., 1996; Waldeck et al., 2000; Schneggenburger et al.,
2002; Chen et al., 2004). Esto sugiere que las sinapsis facilitadas poseen mecanismos
especializados que aumentan la liberacién de neurotransmisores incluso cuando

disminuye el conjunto de vesiculas sinapticas disponibles (Zucker & Regehr, 2002).

Actualmente se conocen varios mecanismos relacionados con este fendmeno. El
ejemplo mas conocido es la facilitacion acoplada a la exocitosis dependiente de
calcio. En este, el estimulo eléctrico causa despolarizacidn y activacion de canales de
Ca®* que facilita su acumulacién en la terminal presindptica. Sin embargo, la
acumulacion intra-terminal esta limitada por las proteinas de unidn a calcio, que
amortiguan su elevacion (Matthews and Dietrich, 2015; Neher, 1995; Smith &

Augustine, 1988). En este modelo, la disponibilidad de estos amortiguadores
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mantiene baja la probabilidad inicial de liberacién al secuestrar el calcio entrante. Se
ha postulado que una estimulacion repetida satura este sistema de amortiguacion,
permitiendo el aumento de la concentracién local de Ca®* y el consecuente aumento
de la liberacion de neurotransmisor (Jackman & Regehr, 2017). Sin embargo, existen
diversas proteinas en la terminal con distintas afinidades al calcio y que pueden tener
un papel mayor en la facilitacién. Entre ellas estan la sinaptotagmina 7 y munc-18 y
13 (Sudhof, 2012). Se ha propuesto que estos sensores adicionales facilitan la
liberacion de neurotransmisor actuando de manera conjunta con el principal sensor
de calcio, la sinaptotagmina-1, favoreciendo la interaccion molecular entre la
membrana vesicular y la plasmatica, disminuyendo el requerimiento energético de la

fusion y exocitosis (Jackman & Regehr, 2017).

Potenciacion a Corto Plazo.

La potenciacion a corto plazo involucra dos fendmenos; la potenciacién post-tetanica
(PTP) y la aumentacion (Zucker & Regehr, 2002; Fioravante & Regehr, 2011; Jackman
& Regehr, 2017). Estas también son formas de facilitacién, caracterizadas por un
aumento sostenido de la respuesta evocada, que dura pocos minutos, y que se

induce mediante un intenso periodo de activacién sinaptica.

Depresion sinaptica en la sinapsis MF — CA3.

La depresidn sinaptica se define como un decremento en la eficacia sindptica que
ocurre en respuesta a cierta actividad fisiolégica o farmacoldgica (Christie et al.,
1994). Los mecanismos moleculares que subyacen a muchas formas de plasticidad a
largo plazo, en particular la Depresion a largo plazo (LTD), se han estudiado a detalle

en sinapsis glutamatérgicas (Bellone et al., 2008).

En las fibras musgosas la LTD se induce presinapticamente e independientemente a

los receptores NMDA (Kobayashi et al., 1996). Se ha descrito que este tipo particular
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de LTD que se puede inducir con estimulacién de baja frecuencia (1-5 Hz). En las
fibras musgosas este tipo de LTD es homosindptica y no requiere de la activacién de
receptores iontrépicos presinapticos. Sino que, es dependiente del receptor
metabotrépico glutamatérgico mGIluR2 (Kobayashi et al., 1996; Henze et al., 2000).
Por lo que este tipo de LTD se denomina mGIuR-LTD. Inicialmente la mGIuR-LTD
recibié menos atencion que la LTD dependiente del receptor de NMDA (Bortolotto et
al.,1999). Sin embargo, ahora es el foco de varias investigaciones, incluida esta tesis.
La inducciéon de mGIuR-LTD en las sinapsis FM-CA3 requiere la estimulacién del
mGIluR2 aunado a un aumento transitorio en el calcio intraterminal. Y los en los
animales que carecen de mGIuR2 (knockout) no presentan este tipo de LTD

(Kobayashi et al. ,1996; Yokoi et al., 1996).

Por otro lado, también se ha reportado que la activacion de los mGIluRs del grupo |
puede desencadenar LTD en varias areas del cerebro, como en las sinapsis de las
colaterales de Schafer- CA1 del hipocampo (Huber et al., 2000; Bellone & Luscher,
2006). Dado que los mGluRs del grupo | se encuentra fuera de la densidad
postsinaptica (Lujan et al., 1996), los receptores se activan cuando el glutamato se
difunde mas alld de la hendidura sinaptica. Por lo tanto, los protocolos que inducen
este tipo de LTD requieren trenes de alta frecuencia sostenidos de hasta 300 Hz
(Harney et al., 2006), rafagas de varios trenes cortos a 66 Hz (Bellone & Luscher,
2005) o estimulaciéon de baja frecuencia con pulsos pareados (Volk et al., 2006). Otra
alternativa para inducir este tipo de LTD es la induccién farmacolégica, con agonistas
de mGIluR | como dihidroxifenilglicina (DHPG). Este tipo de protocolos farmacoldgicos
han sido muy Utiles para investigacion de los mecanismos subyacentes a la LTD
mediada por Gp | mGIuR (Oliet et al., 1997; Huber et al., 2001; Xiao et al., 2001). En
las sinapsis de FM-CA3 la estimulacion con DHPG (agonista Gp 1) desencadena
depresién sinaptica (Suzuki & Okada, 2010), aunque no se sabe si esta depresion se

sostiene a largo plazo.

En resumen, los receptores metabotropicos tienen un papel importante en los

procesos de plasticidad en las sinapsis FM — CA3. Sin embargo, estas sinapsis son muy
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complejas vy dificiles de estudiar. Ademas, los mecanismos moleculares que subyacen
a estos procesos de plasticidad no se conocen por completo. Y mas aun, no hay
informacion acerca del papel que estos receptores puedan tener en los trastornos

psiquiatricos.

Trasmision mediada por mGIluRs y trastornos psiquiatricos.
No se ha logrado comprender por completo que mecanismos moleculares vy
bioguimicos son los responsables de la aparicién de sintomas semejantes a la
esquizofrenia después de la activacion inmune prenatal. Se ha reportado que existen
disfunciones en el sistema GABAérgico (Wischhof et al., 2015), el sistema
serotoninergico (5-HT) y glutamatérgico. De manera interesante, la literatura reporta
que la accién de multiples farmacos asociados a la fisiopatologia de la esquizofrenia,
podrian actuar sobre receptores metabotrépicos de glutamato (Aghajanian & Marek,

2000; Matosin et al., 2014; Senter et al., 2016).

Actualmente se asocia el sistema glutamatérgico con enfermedades como la
esquizofrenia y depresion. Sin embargo, el estudio de los mGIuR en los trastornos
psiquiatricos, en humanos, se ha limitado a estudios postmortem. Se ha encontrado
gue en individuos con esquizofrenia hay bajos niveles de expresion de mGIluR2 en
areas como la corteza prefrontal, cerebelo y giro dentado (Gonzdlez - Maeso et al.,
2008; Bullock et al., 2008; Egan et al., 2004). También, se reportd por Fatemi y cols.
(2011) que en nifios con autismo existen alteraciones en el mGIuRS en el vermis (una
estructura pequefia con forma de gusano que se localiza entre los hemisferios del
cerebelo).

Por otra parte, los Unicos mGluRs estudiados en modelos animales de AIM son los del
grupo Il y su estudio se ha limitado a nivel molecular y conductual. Egan y cols. (2004)
reportaron que existen polimorfismos del gen GMR3 que codifica para el receptor
MGIuR3 que podrian estar asociados con el incremento del riesgo a desarrollar

esquizofrenia. Wischhof y colaboradores (2015) reportaron que en un modelo de LPS
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[100 ug/Kg] inyectado via intraperitoneal en el dia gestacional (DG) 15 y 16, se
observan conductas tipo ansiedad en las crias. Y al administrar antagonistas
mGIluR2/3 esto no se revierte. Poniendo en duda si los mGluRs del grupo Il estan

participando en la aparicién de este tipo de conductas.

Dado que en el GD diversos procesos de plasticidad dependen de mGluRs, es
importante comprender las alteraciones electrofisiologicas de esta region utilizando

el modelo de AIM.

Activacion inmune materna y Giro dentado.
Diversos estudios han documentado alteraciones en el GD en respuesta a la
activacién inmune materna. Por ejemplo, Cui y cols. (2009) reportaron el efecto de la
AIM sobre la proliferacion celular en ratas. Estos autores demostraron que la
inyeccion de LPS (100 ug/Kg i.p. en el dia gestacional (DG) 15 y 16) causa una
reduccién en la proliferacién de células marcadas con BrdU en GD durante el
desarrollo del feto y en la etapa postnatal temprana (dia postnatal 14 (P14)). Nouel y
cols. (2012) analizaron las alteraciones en la expresion de GAD67 (enzima glutamato
descarboxilasa) y la proteina Reelina en el GD (AIM inducida con 100 pg/Kg de LPS,
i.p). Los autores reportaron disminucién en la inmunofluorescencia para la enzima
GAD67 vy reelina y disminucién en el nimero de células positivas para GADG67.
Wischhof y cols (2014) reportaron disminucién en el porcentaje de mielinizaciéon del
GD, ademas de una disminucién en la marca para la proteina parvalbumina en CA1l.
En este trabajo, los autores indujeron la activacién inmune materna con 100 ug/Kg de
LPS en el DG 15 y16. Basta-Kaim y cols (2015) reportaron disminucion en los niveles
de la proteina de unidn a calcio Parvalbimina y GAD67 en las regiones del GD, CA3 y
CA1 del hipocampo (AIM inducida con 1 mg/Kg LPS i.p.). Fernandez de Cossio y cols.
(2017) reportaron aumento en la densidad de procesos dendriticos o espinas en
células granulares del GD (AIM inducida con 100 pg/Kg LPS i.p.). Ademas,
encontraron una disminucion en la expresion de ARNm para CX3CR1 en el

hipocampo.
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A pesar de los reportes descritos previamente, siguen sin conocerse posibles cambios
en la fuerza de la transmision sindptica y en los procesos de plasticidad neuronal del
GD en respuesta a la AIM. Y mas aun, se desconoce por completo si la AIM modifica
la comunicacién neuronal mediada por receptores metabotrdpicos de glutamato en

la sinapsis FM — CA3.

JUSTIFICACION.

La AIM es un factor de riesgo para el desarrollo de alteraciones celulares que
mimetizan a las observadas en ciertos padecimientos psiquiatricos y diversos
reportes coinciden en que el cerebro de individuos con trastornos psiquiatricos
presenta alteraciones en la expresién de mGluRs (Ohshima et al., 1996; Asaka et al,
2006; Auerbach et al., 2011; Senter et al., 2016). Dado que los mGluRs ejercen un
fuerte control sobre la plasticidad neuronal, en esta tesis se estudié si la AIM altera la
plasticidad sindaptica modulada por mGluRs en la sinapsis FM — CA3 del hipocampo. La
identificacién de alteraciones inducidas por AIM puede ayudar a entender el tipo de
modificaciones sinapticas que experimenta el cerebro humano que sufrié infeccién

prenatal y desarrollé un padecimiento psiquiatrico.

HIPOTESIS.
Los animales expuestos a la AIM durante su desarrollo prenatal presentaran
deterioro en los procesos de plasticidad sindptica en los que participan los

receptores metabotrépicos de glutamato en las sinapsis fibra musgosa-CA3.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Identificar un aumento o disminucion en la fuerza sinaptica, facilitacion, y en la
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depresion a largo plazo mediada por mGluR’s en la regién compuesta por el giro

dentado y drea CA3 como consecuencia de la activacién inmune materna.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Obtener y replicar las respuestas electrofisiologicas de la sinapsis FM — CA3
como las reportadas previamente en la literatura (induccion de depresién
sindptica a largo plazo; curvas de entrada-salida (I-O), facilitacion por
frecuencia de estimulacién y por pulso pareado. Y compararlas con las
respuestas evocadas en animales expuestos a AIM durante su desarrollo
prenatal.

e Determinar si la activacion de los receptores metabotrépicos del grupo |
(mGIluR1 y mGIuR5) con el agonista DHPG, induce plasticidad a largo plazo en
la sinapsis FM — CA3.

e Disecar farmacoldgicamente la participacion individual de los receptores
MGIuR1 y mGIuR5 en los procesos de plasticidad en la sinapsis FM — CA3,
mediante el uso de los antagonistas selectivos LY367385 y MPEP.

e Determinar si la AIM modifica los procesos de plasticidad mediados por los
receptores metabotrépicos del grupo I.

e Determinar si la sensibilidad de los receptores metabotrépicos de glutamato
MGIuR2 es similar en animales control y en los expuestos a AIM durante su
desarrollo prenatal.
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MATERIAL Y METODOS.

Modelo de activacidn inmune materna.

Para el modelo de AIM, se utilizaron ratas Sprague Dawley (SD) hembras y machos
expertos de la misma sepa provenientes del bioterio del Cinvestav (sede sur). Los
animales se dejaron en cajas de policarbonato de 40 x 60 cm, 4 por caja, con ciclos de
luz oscuridad invertidos de 12 hrs. Las ratas tuvieron acceso a agua y comida ad
libitum. Se tomaron las hembras que tuvieran un peso de 240-260 g. Fueron cicladas
mediante frotis vaginal. Cuando se encontraron en la fase de estro o proestro tardio
se cambiaron a una caja individual junto a un macho experto. Se dejé a la hembra por
un dia y una noche con el macho y se corroboro que estuvieran prefiadas mediante
frotis vaginal. La presencia de espermatozoides en la cavidad vaginal se tomd como
el dia gestacional cero (DGO). En el dia 15y 16 de gestacion se administré una dosis
de LPS 100 pg / kg; via intraperitoneal (i.p.) por dia. Se hizo un grupo control
manipulado, donde a las madres se les administrd solucién salina en los dias

gestacionales 15y 16.

Se obtuvieron las crias de las madres control y con administracion de LPS. Cuando las
crias llegaron a la edad de cuatro a cinco semanas fueron sacrificadas, para su
posterior estudio, con anestesia intraperitoneal de pentobarbital sédico (60 mg / kg)
se sacrificaron por decapitacion. Se extrajo el cerebro y los hemisferios cerebrales
fueron separados. Posteriormente se fijaron en la plataforma de un vibratomo (Leica
VT1000S). Se obtuvieron rebanadas sagitales del hipocampo de 370 um de grosor.
Estas rebanadas fueron incubadas en una solucion de recuperacién (NaCl [125 mM];
KCI [2.5 mM]; NaH2PO4 [2 mM]; NaHCO325 [mM]; glucosa [10 mM]; CaCl; [1 mM] y
MgCl, [4 mM]) y se mantuvieron con gas carbdgeno (95% 02 / 5% CO2) constante y
temperatura (34 + 2 °C) durante 30 minutos, seguidos de 90 minutos a temperatura

ambiente para su estabilizacion.
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Registros electrofisioldgicos.

Concluido los 90 minutos tomados como tiempo de estabilizacion, se realizaron los
registros electrofisioldgicos de campo. Las rebanadas se transfirieron a una camara
de registro donde se perfundieron con liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) con la
siguiente composicién: NaCl [125 mM]; KCI [2.5 mM]; NazHPOa4 [1.25 mM]; NaHCOs
[25 mM]; CaCl2 [2 mM]; MgCl, [2 mM]; glucosa [10 mM]. La perfusiéon fue a
velocidad constante de 2 mL/min, a temperatura controlada (31+1 °C) y con gas

carbdgeno continuo (95 % O, / 5 % CO;) durante todo el experimento.

Se empled un electrodo bipolar compuesto por dos alambres de nicromo con
recubierta aislante de 50 um de grosor, un estimulador Master-8 (AMPI Tech), una
unidad de aislamiento (A365, World Precision Instruments) y un amplificador Dagan
BVC-700A acoplado a un “headstage” con una ganancia adicional de 100 X para la
visualizacién de las respuestas de campo (fEPSP’s). Las respuestas electrofisiolégicas
fueron grabadas mediante un software de adquisicién escrito en LabView 7.0
(National Instruments). Durante los registros, el ruido eléctrico (50/60 Hz) se elimind
con un filtro externo (Humbug; Quest Scientific). Los registros extracelulares se
obtuvieron de la region CA3, colocando un electrodo de estimulacién en la zona del
hilus del Giro dentado para evocar potenciales postsindpticos excitadores de campo
(fEPSP). Estos registros se hicieron con una pipeta de borosilicato con una resistencia
de 1.3 MQ. Esta se llend con una solucion de NaCl 3M vy se colocd sistematicamente

en el stratum lucidum del area CA3b en todos los experimentos.

Los fendmenos de plasticidad a corto plazo se analizaron con curvas de entrada-
salida (E-S), de espigas poblacionales (EP) y de potenciales postsindpticos excitadores
de campo de las fibras musgosas (MF - fEPSP) con aumentos de corriente de 10 YA,
de 0-100 pA. Adicionalmente se analizd la relacidon entre la salva aferente y el MF -

fEPSP tomando las amplitudes de los MF-fEPSP obtenidos de las curvas E-S.

Se analizé la facilitacion por frecuencia de estimulacion. Esto se hizo estimulando

durante 10 min a 0.06 Hz, lo cual se tomd como la respuesta basal. Pasados los 10
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min de respuesta basal, se aumentd la frecuencia de estimulacion a 1 Hz durante 2.5
min. Se midio la facilitacién del fEPSP con base en el aumento de la amplitud en la
respuesta con respecto a su registro basal. También se evalué la facilitacion por
pulso pareado. Para esto se aplicaron dos pulsos eléctricos con intervalo inter-
estimulo de 60 ms. Se midié la facilitacion del fEPSP con base en el aumento de la

amplitud en la respuesta del segundo pulso con respecto al primer pulso.

La depresion a largo plazo se analizd con dos protocolos diferentes. En el primero, se
aplicé un protocolo de estimulacién eléctrica. Se grabd una respuesta basal a 0.06 Hz
durante 20 minutos y posterior a esto se aplicd estimulacién a baja frecuencia (900
pulsos a 3 Hz) durante 5 min. Luego la frecuencia de estimulacién se regresé a 0.06
Hz, v se registro la respuesta durante 90 minutos. El segundo protocolo consistid en
estimulacion farmacoldgica del Gp | de mGIuR para evocar depresion sinaptica. De
igual manera se tomd un registro basal de 20 minutos y después se perfundié la
rebanada con DHPG (agonista mGIuR 1) durante 15 minutos. Luego de esto, se volvid
a perfundir la rebanada con el LCRa y se registrd la respuesta durante 90 min. La

frecuencia de estimulacion durante todo el experimento de fue de 0.06 Hz.

Los pulsos de corriente para todos los experimentos tuvieron una duracion de 80 -
150 pseg. Al final de cada experimento se perfundié Acido 1R,2R)-3-[(S)-
amino(carboxy)metil]ciclopropano-1,2-dicarboxilico 6 DCG - IV [5 uM] (agonista

mGIuR2) para corroborar que los registros fueron de FM-CA3.

Farmacos.

Los farmacos utilizados de Merk (Sigma Aldrich) se enlistan a continuacién: DHPG-
D3689 (agonista del Gp | de mGlur), MPEP- 219911-35-0 (antagonista del mGlur5) y
NMDG-6284-40-8 (bloqueador de los canales de sodio). Los farmacos que fueron
utilizados de TOCRIS: DCG IV Cat. No. 0975/1 (agonista del mGlur2), LY 456236 Cat.
No. 2390/10 (antagonista del mGIuR1).
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Analisis estadisticos.

Cada grupo de experimentos en las rebanadas que provienen del modelo animal de
activacion inmune materna se contrastd contra su grupo control y se sometié a
pruebas de normalidad. Se aplicd una prueba de t de Student para datos no pareados
o ANOVA de una via dependiendo el caso, y se tomd como diferencia

estadisticamente significativa aquellos que tuvieron una P < 0.05.

Modelo BMC.

Este modelo postula que la actividad presinaptica y postsindptica correlacionadas,
evocan potenciacion cuando la tasa de disparo postsinaptica estd por encima de
cierto valor umbral (Umbral de modificacion Ow) y produce depresion cuando esta
por debajo. El valor del umbral de modificacién no es fijo, sino que varia como una

funcion no lineal de la actividad media de la neurona postsinaptica.

Dado que los registros de campo miden la actividad “promedio” de la sinapsis, la
regla BMC se acoplo experimentalmente mediante curvas de umbral de respuesta.
Una vez aislado el MF — fEPSP, se aplicaron 900 pulsos cambiando la frecuencia de
estimulacion para cada punto de la curva. Se aplicaron las frecuencias de 1 Hz, 3 Hz, 5
Hz, 10 Hz y 50 Hz. Se midio el cambio en la pendiente del MF — fEPSP en cada
frecuencia de estimulacién, con respecto a su propia respuesta basal. Bajo el
supuesto de que el umbral de modificacién varia de manera no lineal, a los datos
obtenidos de manera experimental se les aplicd una regresion no lineal y se ajustod la
curva con una ecuacion polinomial cuadratica mediante el uso del programa

GraphPad Prims 8.0.1.
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RESULTADOS.

Se cuantificé el nimero de crias por camada. En condicién control las ratas tuvieron
15 + 3 crias (n = 4); mientras que las ratas expuestas a LPS [100 pg / kg] en los dias
gestacionales 15 y 16 tuvieron en promedio 9 + 1 crias (n = 4) (t de Student para
datos no pareados, P<0.001). Por lo tanto, el primer efecto observado de la AIM

sobre el desarrollo embrionario es la disminucién del nimero de crias por camada.

Se analizod si existian cambios fenotipicos observables entre los grupos de crias como
disminucioén en el peso, tamafio y caida del pelaje, que pudieran ser asociados con la
activacién inmune materna. No se encontraron diferencias fenotipicas en las ratas
con activacién inmune materna con respecto a el grupo control en las cuatro

camadas analizadas, solo los machos (n= 11 control; n=11 AIM).

Para los registros electrofisiolégicos de campo, los experimentos se realizaron en
rebanadas frescas de cerebro de ratas macho obtenidas a partir del dia postnatal 30
(DP 30) tanto del grupo con control (tratados con solucion salina) como del grupo con

activacion inmune materna (LPS 100 ug/kg, DG 15/ 16).

Se registraron un total de 48 rebanadas dorsales de hipocampo (control y AIM). Los
experimentos se restringieron a esta regién, dada su relevancia en el aprendizaje vy su
asociacién con transtornos psiquiatricos (Moser et al., 1995). Con base en la
distribucion laminar de las capas del hipocampo, se posicionaron los electrodos de
estimulacion y la pipeta de registro entre el hilus del GD vy el stratum lucidum de
CA3b, respectivamente. Estas capas corresponden a la ubicacion de las fibras
musgosas Y las sinapsis que establecen con las neuronas piramidales de CA3 del
hipocampo de rata (Claiborne et al., 1993). La seleccion posterior de las respuestas
electrofisiolégicas incluidas en este trabajo, se realizd con base en las caracteristicas
del MF - fEPSP obtenido en los registros y los datos previamente reportados en el
laboratorio para esta sinapsis; estos parametros incluyen: latencia del MF - fEPSP
entre 2 y 5 ms; facilitacién por pulso pareado = 2 cuando se aplicd un estimulo con un

intervalo de 60 ms; incremento en la respuesta sindptica al incrementar la frecuencia
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de estimulacion (facilitacion por frecuencia de estimulacion, Salin et al., 1989) vy
finalmente, depresion de la respuesta sindptica al aplicar el agonista de los
receptores metabotrdépicos de glutamato del grupo I, DCG-IV (Villanueva-Castillo,

2016).

La activaciéon inmune materna modifica la fuerza sindptica en las sinapsis FM-CA3 del hipocampo en
las ratas.

El primer parametro a evaluar fue si la AIM modifica la fuerza de la comunicacién
neuronal en la regién compuesta por las FM y CA3. Para lograr este fin se realizaron
curvas de entrada — salida (E-S) tanto de espigas poblacionales (EP 6 potenciales de
accion poblacionales) como de potenciales postsinapticos excitatorios de campo
evocados en las fibras musgosas (MF - fEPSP). Estas curvas nos permiten determinar
de manera general, posibles cambios en la excitabilidad y capacidad de respuesta

neuronal en la regién de estudio.

Una vez obtenida una espiga poblacional (colocando la pipeta de registro sobre los
somas de las neuronas de CA3, en el stratum piramidale), se permitié la estabilizacion
de los registros por lo menos 10 minutos antes de comenzar el experimento.
Transcurrido este tiempo, se aplicaron pulsos de corriente (incremento de 10 pA) vy
duracion similar (100 us). Comparado con las rebanadas control, se encontré que la
activacion inmune materna provoca una disminucién en la amplitud maxima de la
espiga poblacional (Amplitud maxima en condicién control = 16 + 2.88 mV; n =5
rebanadas / 5 animales. Amplitud maxima en condicion de activacién inmune
materna= 5 * 2.22 mV; n = 5 rebanadas / 5 animales; P <0.001; t de Student para

datos no pareados; Figura 11 Ay 11 B, respectivamente).

La latencia de las espigas poblacionales (tiempo trascurrido entre estimulaciéon
eléctrica e inicio del potencial de accién poblacional) fue comparada utilizando
estimulaciones eléctricas de 10 y 100 pA. No se observaron diferencias significativas

entre las latencias. En condicién control y con 10 pA de estimulacion, la latencia
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promedio de la espiga poblacional fue 0.9 + 0.4 ms y con 100 pA fue 0.175 + 0.04 ms
(n = 5 rebanadas / 5 animales) (Figura 11 A, panel superior). En rebanadas
provenientes de los animales con activacion inmune materna la latencia con 10 pA
fue de 0.62 + 0.0629 y con 100 pA fue de 0.52 + 0.04 ms (n = 5 rebanadas / 5

animales; P > 0.05 t de Student para datos no pareados; Figura 11 B, panel superior).
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Figura 11. La activacién inmune materna disminuye la excitabilidad de las neuronas piramidales
de CA3. A) Panel superior: latencia entre el estimulo eléctrico y el inicio de la respuesta, en
condiciones control. En intensidad de corriente de 10 pA, la latencia tuvo un valor promedio de
0.9+ 0.4021 ms; en intensidad de 100 pA la latencia fue de 0.175 + 0.0479 ms (n = 5 rebanadas /
5 animales). Panel inferior: Curva E-S de EP de CA3b. Donde la Amplitud Maxima en condicién
control es = 16 + 2.88 mV; n = 5 rebanadas / 5 animales B) Panel superior: latencia entre el
estimulo eléctrico y el inicio de la respuesta, en condiciones de AIM. Latencia = 0.62 + 0.0629 ms
en la intensidad de 10 pA; Latencia= 0.52 + 0.0479 ms en intensidad de 100 pA (n = 5 rebanadas
/ 5 animales; P <0.0001; t de Student para datos no pareados. Panel inferior: Curva E-S de EP de
CA3b, en condiciones de AIM. Amplitud Maxima =5 + 2.22 mV; n = 5 rebanadas / 5 animales C)
Panel superior: Trazos representativos de espigas poblacionales obtenidos de curvas E-S: en
negro los obtenidos de animales control y en azul los correspondientes a animales expuestos
prenatalmente a AIM. Al final de cada experimento se perfundio la rebanada con NMDG (trazo
rojo), para comprobar que el registro era de espiga poblacional. Panel inferior: Media * error
estandar de la respuesta maxima obtenida de las curvas E-S (n=5): control = 16 + 2.88 mV; AIM =
507 + 222 mV. t de Student para datos no pareados (***P < 0.001).



De manera consistente con los resultados previos (disminucién en la amplitud de las
espigas poblacionales en el grupo con activacion inmune materna) la curva E-S construida a
con las respuestas sinapticas reveld una disminucién en la amplitud de larespuesta maxima
del FM — fEPSP del grupo con AIM (Amplitud del FM - fEPSP en condicion control = 6.17 +
0.4921 mV; Amplitud del FM - fEPSP en animales expuestos a AIM =4.3+1.0875 mV; n=4

rebanadas / 4 animales; P < 0.05, t de Student para datos no pareados; Figura 12A-C).

Al analizar la latencia en las diferentes intensidades de corriente se encontré que en
condiciones control, en intensidad de corriente de 10 YA, la latencia fue de 2.3 + 1.0615
ms, mientras que en intensidad de 100 pA la latencia fue de 2.27 + 0.0479 ms (n =5
rebanadas / 5 animales). En las rebanadas de los animales expuestos a AIM la latencia fue
de 2.325 + 0.685 ms (intensidad de 10 uyA); mientras que, en la intensidad de 100 YA la
latencia se vio disminuida de manera estadisticamente significativa con un valor de 1.45
+ 0.9983 ms (n = 5 rebanadas / 5 animales; P<0.0001; t de Student para datos no

pareados; Figura 12 B).

Una ventaja de los registros extracelulares es la posibilidad de detectar potencialesde
accién viajando por las fibras presinapticas. Estos eventos aparecen en el registro
electrofisiolégico como una deflexién negativa, rapida y de menor amplitud previa al MF -
fEPSP. A esta respuesta se le conoce como salva aferente o fiber volley. En condiciones
fisioldgicas, la salva aferente es proporcional a la amplitud del MF - fEPSPy esta relacién se
altera en condiciones patoldgicas (Hernandez-Frausto et al., 2019). Andersen (1969)
demostrd que el EPSP hipocampal crece de manera proporcional ala amplitud de la salva
aferente, manteniendo una relacion lineal. El andlisis de la proporcion entre la salva
aferente y el MF - fEPSP muestra que en condicionescontrol existe una relacion lineal, tal
que, al hacer el ajuste matematico, se obtiene un valor de r = 0.698 (n = 4 rebanadas/ 4
animales). En contraste, el grupo de AIM tuvo un valor de r = 0.454 (n = 4 rebanadas / 4
animales). Estos resultados sugieren que la activacion inmune materna genera una
desincronizacion entre estimulo presinapticoy respuesta postsinaptica que se refleja en la

perdida de esta relacion linear.
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Figura 12. La AIM disminuye la fuerza sinaptica de la sinapsis fibra musgosa—CA3. A) Panel
superior: Latencia entre el término del estimulo eléctrico y el inicio de la respuesta sinaptica.
En condiciones control, en intensidad de corriente de 10 pA, latencia = 2.3 £ 1.0615 ms, en
intensidad de 100 pA latencia = 2.27 + 0.0479 ms (n = 5 rebanadas / 5 animales). Panel
inferior: Curva E-S. Al estimular sobre el hilus en el giro dentado y registrar en el stratum
lucidum de CA3b; Amplitud maxima = 6.17 + 0.4921 mV. B) Panel superior: Latencia en
condiciones de activacion inmune materna, en intensidad de corriente de 10 YA, latencia =
2.325 £ 0.685 ms, en intensidad de 100 pA latencia = 1.45 + 0.9983 ms (n = 5 rebanadas / 5
animales; t de Student para datos no pareados P <0.01). Panel inferior: Curva E-S del grupo
con AIM; Amplitud maxima = 4.3069 + 1.0875 mV. C) Panel superior: Trazos representativos
de fEPSP obtenidos de curvas E-S, en negro grupo control; en azul grupo expuesto a AlM.
Panel inferior: Media * error estandar de la amplitud maxima obtenida de las curvas E-S (n =
4 rebanadas/ 4 animales, t de Student para datos no pareados P < 0.05) D) Grafica de
dispersion, mostrando la relacion entre la salva aferente y el FM - fEPSP del grupo control. E)
Relacion entre la salva aferente y el MF - fEPSP en el grupo con AIM. F) Andlisis de regresion
lineal por minimos cuadrados de la relacion entre fiber volley y FM — fEPSP. Control: r =
0.698; AIM: r = 0.454.
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La AIM disminuye la facilitacion por frecuencia de estimulacion y por pulso pareado en las sinapsis FM
- CA3.

La sinapsis FM — CA3 se caracteriza por ser de baja probabilidad de liberacion (Salin et
al., 1996), esta propiedad le permite tener una marcada facilitacion obtenida al
aumentar la frecuencia de estimulacién eléctrica. En el panel A de la Figura 13, se
observa que al aumentar la frecuencia de estimulacién de 0.06 Hz a 1 Hz, en el grupo
control, se obtiene en promedio una facilitacion de 215.21 + 4.92 % (n = 4 rebanadas
/ 4 animales). Sin embargo, en los animales con activacién inmune materna (Fig. 13 B)
la facilitacién que se observa al aumentar la frecuencia a 1 Hz es significativamente
menor (Fig. 13 B y C), con un valor promedio de 137.72 + 1.55 % (n= 4 rebanadas / 4

animales t de Student para datos no pareados P <0.01).
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Figura 13. La activacion inmune materna disminuye la facilitacion por frecuencia de
estimulacion. A) Grafica representativa, cada punto corresponde a la amplitud de una
respuesta (normalizada) evocada al estimular sobre el hilus en el giro dentado y registrar en
el stratum lucidum de CA3b; se estimuld durante diez minutos a una frecuencia de 0.06 Hz
(esto se tomd como el estado basal) y después durante dos minutos y treinta segundos se
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cambio la frecuencia de estimulacién a 1 Hz. En estado control (circulos negros) se observa
que al cambiar a una frecuencia de estimulacién de 1 Hz existe una facilitacién que llega en
promedio de 215.21 + 4.92 % (n = 4 rebanadas / 4 animales) con respecto a la respuesta
basal. Cuando la frecuencia regresa nuevamente a 0.06 Hz la respuesta rapidamente
regresa a su estado basal. B) En los animales con AIM (circulos azules) la facilitacion es
menor, estimulando con 1 Hz el valor es de 137.72 + 1.55 % (n= 4 rebanadas / 4 animales)
con respecto a su estado basal y cuando la frecuencia regresa a 0.06 Hz la respuesta
permanece facilitada durante 20 minutos y luego se deprime. C) Media # error estandar de
las respuestas maximas obtenidas de los experimentos de facilitacién por frecuencia de
estimulacion (n=5); Control= 235.17 + 19.57; AIM= 121.29 + 31.62. t de Student para datos
no pareados, ** P < 0.01. D) Trazos representativos de fEPSP obtenidos de los
experimentos de facilitacién por frecuencia de estimulacion, en negro control y en azul
AlIM.

Otra caracteristica de las sinapsis FM — CA3 es su marcada facilitacién por pulsos
pareados. Alteraciones en esta proporcion, sugieren alteraciones en la liberacidén de
neurotransmisor. Se realizd un andlisis entre la proporcién del pulso pareado
(Intervalo entre estimulos de 60 ms) en ambos grupos experimentales (Figura 14).
Como se observa en la Figura 14 B, en el grupo control la proporcién S2/S1 fue de
1.83 + 0.086. En el grupo con AIM, la proporcion S2/S1 fue 1.11 + 0.04 (n= 11
rebanadas / 11 animales, t de Student para datos no pareados P < 0.001). Estos
resultados muestran que existe una disminucion en la facilitacion por pulso pareado

en el grupo con activacion inmune materna.
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Figura 14. La activacién inmune materna induce una disminucién en la facilitacion por pulso
pareado. A) Trazos representativos correspondientes al control (negro) y con AIM (azul). Los
trazos en gris representan datos no promediados. B) Andlisis de la proporcion de facilitaciéon
por pulso pareado en el estado basal control y con AIM. Media * error estandar (n=11
rebanadas / 11 animales): Control= 1.83 + 0.086; AIM= 1.11 + 0.04. Se observa una
disminucion de la facilitacién dada por pulso pareado en los animales expuestos a una
activacién inmune materna, y esta disminucion en la facilitacion es estadisticamente
significativa, en la prueba t de Student para datos no pareados ***P <0.001.

La AIM no afecta la induccion de depresidn a largo plazo (MF LTD) mediada por el receptor
metabotrépico mGIuR2.

En los siguientes experimentos se probaron las posibles alteraciones en la induccién y
expresion de LTD en ratas expuestas a activacion inmune materna. La LTD analizada
en el presente trabajo esta mediada por la activacién del receptor mGIuR2

(Kobayashi, 2007).
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Una vez que se obtuvo una respuesta estable de MF - fEPSP, se registro la actividad
basal durante un periodo de 20 minutos. Inmediatamente después, se aplico
estimulacion de baja frecuencia (LFS; 900 pulsos a 3 Hz; duracion del estimulo 100 +
20 us). Tal como ya ha sido reportado en la literatura (Kobayashi et al., 1996; Nicoll &
Schmitz, 2005). El grupo control mostré depresion con una disminuciéon en la
pendiente del MF - fEPSP de 60.7 + 15.1 % con respecto a la basal (Figura 15 A).
Durante los siguientes minutos el MF - fEPSP se estabilizd y la disminucién en la
pendiente fue de 22.7 + 3.6 %. Esta depresion se mantuvo estable durante noventa
minutos (Figura 15 A). Por otro lado, en el grupo con activacién inmune materna se
observd depresion sinaptica y la disminucion en la pendiente del MF - fEPSP fue de
11.3 + 10.1 % con respecto a su basal. Durante los siguientes minutos de
estabilizaciéon, la disminucion de la pendiente fue de 22.92 + 11.08 %, y esta
depresién se mantuvo durante los 90 minutos de experimentacion (Fig. 16 B). No se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos al analizar los ultimos 5
minutos del experimento (Fig. 15 D; n= 4 rebanadas/ 4 animales; t de Student para

datos no pareados P > 0.05).

Al final de los experimentos se perfundiéd DCG-IV (5 uM) inhibiendo las respuestas
sindpticas, y corroborando asi que estas fueron evocadas en las fibras musgosas. En
el grupo control la inhibicidon con respecto a la basal a los 10 min de perfusion fue de
98.89 + 1.91 % (Figura 15 A). En el grupo con AIM la inhibicion con respecto a la basal
a los 10 min de perfusion fue de 97.79 + 7.2 % (Figura 15 B). Ambos grupos muestran
sensibilidad a DCGIV > 90 %. No se observaron alteraciones en la induccion LTD
causadas por activacion inmune materna, a la edad de 4 semanas en las ratas (t de

Student para datos no pareados; P >0.5; n= 4 rebanadas / 4 animales).
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Figura 15. A la edad de 4 semanas no se ven alteraciones causadas por la AIM en la LTD. Las
respuestas se evocaron al estimular en el hilus del GD y registrando en el stratum lucidum de
CA3b, se hizo un registro basal durante 20 minutos y para evocar depresion a largo plazo se
aplicaron 900 pulsos a 3 Hz. A) En el grupo control la depresién 1 minuto post LFS tuvo una
disminuciéon en la pendiente del fEPSP de 60.74 + 15.11 % con respecto a la basal. La
disminucion en la pendiente a los 90 minutos post LFS fue de 22.67 + 3.59 %. B) En el grupo
con AIM la depresién 1 minuto post LFS tuvo una disminucién en la pendiente del MF - fEPSP
de 11.31 £ 10.13 % con respecto a la basal. La disminucién en la pendiente a los 90 minutos
post LFS fue de 22.92 + 11.08 %. C) Trazos representativos del MF - fEPSP. En negro el control y
en verde el de AIM. En ambos, el trazo 1 corresponde al promedio de 20 datos del estado
basal, el segundo trazo corresponde a 20 datos promediados de la respuesta deprimida, vy el
tercer trazo representa el promedio de 20 datos de la respuesta inhibida después de aplicar
DCGIV. Los trazos en gris corresponden a los 20 datos individuales. D) Promedio de los ultimos
5 minutos del experimento, que corresponde a la respuesta deprimida a los 85 minutos
después del protocolo de induccion (n=4); Media + error estandar (% sople): Control =76.31 +
3.03; AIM =79.91 + 3.28. t de Student para datos no pareados. P > 0.05.
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La AIM altera la induccién de LTD mediada por los receptores mGIuR1/5 en lassinapsis FM — CA3.
El segundo tipo de depresion sindptica que se evalud en la sinapsis FM — CA3, se
evoca mediante la estimulacién quimica el Gp | de receptores metabotrdpicos de
glutamato. Por lo que los siguientes experimentos se hicieron para determinar si la
estimulacion conjunta del mGlurl y mGlur5 podia evocar depresion en la sinapsis FM

— CA3.

Se obtuvo una respuesta estable de MF - fEPSP, y se registrd su actividad basal por 20
minutos. Inmediatamente después, se perfundioé el agonista de los mGluR1/5, DHPG
[50 uM] durante 15 minutos. Posteriormente se cambio a LCRa nuevamente y el
registro continud por 90 minutos adicionales. En condicién control, el DHPG indujo
depresion sindptica y disminuyd la pendiente del MF - fEPSP en 46.8 + 23.9 % con
respecto al valor basal (Figura 16 A). Este experimento confirma que la depresidn
sindptica inducida por la estimulacion farmacologica de mGluRs es de largo plazo (n=

4 rebanadas / 4 animales).

Para determinar la contribucién individual de los receptores mGlurl y mGIuR5, en
otro grupo de experimentos se perfundid la rebanada con DHPG [50 pM] en
combinacién con el antagonista del mGIuR5 MPEP [100 uM)]. En presencia de MPEP,
el DHPG no produjo depresion sinadptica (porcentaje de depresion sinaptica en
presencia de DHPG + MPEP = 3.9 + 29.8 en la pendiente; Figura 16 E). Se observé un
incremento en la pendiente del MF EPSP de 8.14 £ 21.1 %. Y 90 minutos post lavado,
el cambio en la pendiente fue de 0.47 + 31.34 % (n= 4 rebanadas / 3 animales; Figura

16 B).

La estimulacion, en presencia de DHPG y el antagonista de mGIluR1 LY 456236 [100
UM], produjo una depresion del MF - fEPSP de 42.55 + 3.94 % a los 90 minutos de
lavado (t de Student para datos no pareados; P< 0.5; n= 3 rebanadas / 3 animales;

Figura 16 C). En conjunto, estos experimentos indican que se requiere la activacion
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del mGlur5 pero no el mGIuR1 para inducir depresion sindptica a largo plazo en la

sinapsis MF — CA3.
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Figura 16. La estimulacion con DHPG induce LTD en la sinapsis fibra musgosa —CA3. La
estimulacion del receptor mGlul induce depresion sindptica, transitoria. Mientras que la
estimulacion del mGIuR5 induce depresion a largo plazo. Las respuestas se evocaron al
estimular en el hilus del GD y registrando en el stratum lucidum de CA3b, se hizo un registro
basal durante 20 minutos, con perfusion de LCRa y estimulacidén a 0.06 Hz constante durante
los 90 minutos del experimento. A) Grupo control, el DHPG induce depresion sindptica a
partir de los 20 minutos post lavado: disminucion en la pendiente del MF - fEPSP = 46.83 +
23.9 % con respecto a la pendiente basal. A 60 minutos post lavado la disminucion de la
pendiente del MF — fEPSP = 21.57 + 20.14 %. A los 90 minutos post lavado la disminucion en
la pendiente del MF — fEPSP = 29.74 + 17.05 %. B) Grupo MPEP; el DHPG no logra inducir
depresion sindptica en presencia del antagonista MPEP. A 20 minutos post lavado la
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disminucion en la pendiente del fEPSP = 3.9 + 29.8 % con respecto a la pendiente basal. A 60
minutos post lavado se observé un aumento en la pendiente del MF — fEPSP = 8.14 + 21.1 %.
A los 90 minutos post lavado el aumento en la pendiente del MF — fEPSP =0.47 + 31.34 0 %.
C) Grupo LY, el DHPG induce depresion sindptica en presencia del antagonista LY 456236. A
partir de los 20 minutos post lavado la disminucién en la pendiente del MF - fEPSP = 53.4 +
16.59 % con respecto a la pendiente basal. A 60 minutos post lavado la disminucion de la
pendiente del MF — fEPSP = 31.17 + 13.49 %. A los 90 minutos post lavado este aumento en
la pendiente del MF — fEPSP = 42.55 + 3.94 %. D) Trazos representativos de los MF - fEPSP, en
negro el grupo DHPG, en azul el grupo DHPG + MPEP y en naranja el grupo DHPG + LY. En
todos los trazos el 1 corresponde al promedio de 20 datos del estado basal, el segundo trazo
corresponde a 20 datos promediados de la respuesta 60 min post lavado, y el tercer trazo
representa el promedio de 20 datos de la respuesta inhibida después de aplicar DCGIV. Los
trazos en gris corresponden a los 20 datos individuales. E) Promedio de los Ultimos 5 minutos
del experimento, que corresponde a la respuesta a los 85 minutos después del protocolo de
induccion; media * error estandar (% sople); n=3 rebanadas / 3 animales; ANOVA de 1 via *P
<0.05.

A continuacidon, se evalud el efecto de la activacidon inmune materna sobre la
depresién sindptica inducida con DHPG. La Figura 17 resume los resultados
obtenidos. Comparado con las rebanadas control, en las rebanadas de animales con
activaciéon inmune materna, el DHPG indujo una respuesta bifasica: depresiéon
sinaptica seguido de un aumento en la pendiente del MF - fEPSP (Animales control,
MF - fEPSP a los 20 min post lavado de DHPG = 46.83 + 23.9 % de depresién con
respecto a la respuesta basal. A los 60 min = 21.57 + 20.14 %; a los 90 min = 29.8 =
17.05 %. En los animales con activacion inmune materna la depresién del MF - fEPSP
a los 20 minutos post DHPG = 89.22 + 2.04 %. A los 60 min = 18.93 + 10.94 %; a 90
min de lavado se encontrd un aumento en la pendiente de 16.33 + 14.59 %, lo cual se

considera una potenciacion con respecto a su respuesta basal.

Es importante recalcar que al finalizar los 90 min post lavado de drogas, se perfundio
de manera sistematica, DCG - IV (5 uM). En todos los experimentos incluidos en este
trabajo, la perfusion de DCG - IV suprimid la respuesta sinaptica. En conjunto, los

experimentos previamente descritos indican que la activacién inmune materna
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interfiere con la actividad de los receptores metabotrépicos del grupo | e interfiere

con los procesos de plasticidad mediada por estos receptores.
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Figura 17. La activacién inmune materna no altera la plasticidad mediada por el grupo | de
receptores metabotrépicos de glutamato. Las respuestas se evocaron al estimular en el
hilus del GD y registrando en el stratum lucidum de CA3b, se hizo un registro basal durante
20 minutos y para evocar depresion a largo plazo se perfundié durante 15 minutos con
DHPG [50 uM], la respuesta post DHPG se registré durante 90 minutos y después se aplico
DCGIV para verificar que los registros fueron de FM-CA3. A) En estado control el DHPG
induce depresién sinaptica, 20 minutos post lavado la disminucion en la pendiente del
fEPSP = 46.83 + 23.9 % con respecto a la pendiente basal; 60 minutos post lavado la
disminucion de la pendiente = 21.57 £ 20.14 %; 90 minutos post lavado la disminucién en la
pendiente = 29.74 + 17.05 % B) Grupo con AIM. EL DHPG causa disminucién en la pendiente
del FM - fEPSP a 20 minutos post DHPG = 89.22 + 2.04 %; a los 60 min de lavado aumento
en la pendiente de 18.93 £ 10.94 %; a 90 min de lavado se encontrd un aumento en la
pendiente de 16.33 + 14.59 %. C) Trazos representativos de fEPSP obtenidos de los
experimentos de LTD, en ambos, el trazo 1 corresponde al promedio de 20 datos del estado
basal, el segundo trazo corresponde a 20 datos promediados de la respuesta 85 minutos
post DHPG vy el tercer trazo representa el promedio de 20 datos de la respuesta inhibida
después de aplicar DCGIV. Los trazos en gris corresponden a los 20 datos individuales. D)
Media * error estandar de la pendiente de FM — fEPSP de 85-90 minutos post DHPG (n= 4
rebanadas / 4 animales): Control = 65.69% * 17.04; AIM = 98.45% + 39.32. t de Student
para datos no pareados, *P < 0.05
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La activacion inmune materna modifica el umbral Owm.

La actividad coordinada presindptica y postsindptica representan un factor
determinante para la induccion de plasticidad. Cuando la tasa de disparo
postsindptica estd por encima o por debajo de cierto valor umbral (@wm), puede
inducirse potenciacion o depresién sindptica respectivamente, en sinapsis donde la
plasticidad es dependiente de receptores NMDA. En este trabajo, donde la
plasticidad se induce de manera presindptica e independiente a los receptores
NMDA, decidimos explorar posibles alteraciones causadas por la activacion inmune
materna en este umbral de plasticidad. Se evalud el umbral de modificacién O,
mediante una curva de respuesta (Figura 18) utilizando diferentes frecuencias de
estimulacion. En la tabla 1, que a continuacion se muestra, resume los cambios en la
amplitud del MF - EPSP a frecuencias de estimulacién que van de 1 a 50 Hz.
Tabla 1. Porcentaje de depresidon (d) o potenciacién (p) del MF - EPSP en respuesta a

diferentes frecuencias de estimulacién. (n= 3 rebanadas/ 3 animales para cada condicién
experimental)

Control AIM
Frecuencia % Respuesta de la MF fEPSP Frecuenciade % Respuesta de la MF fEPSP
de estimulacion
estimulacion
1 Hz 21.65+7.24% 1 Hz 38.3+18.2% @
3 Hz 38.06 +15.96% @ 3 Hz 23.5+15.26% @
5Hz 29.3+7.39% @ 5 Hz 46.8+9.61% @
10 Hz 4538 +35.01% 10 Hz 30.85 +25.7%
50 Hz 86.47 +78.31% P 50 Hz 125.06 + 19.71%

Al hacer el ajuste con una ecuacién polinomial cuadratica en los datos experimentales
la Om presentd un desplazamiento a la derecha (panel superior derecho, curva azul,

Figura 18), es decir que el valor de @y aumento en las ratas con AlM.

47



£, 150 4 150 —

[¢]

5 04, Control m; (t) = @ (C, Owm ) d;

m T —

o 100 1G4 AIM % ° 100

%) ¥l

i 50 - % 50 ]

: (]

()] -g 6

g 0O > 0 M M_c

o

2 - «/

g =0 3& ﬁ% | | -50 | |

S 1 10 100 1 10 100

Frecuencia de estimulacion [Hz] Frecuencia de estimulacion [Hz]

‘0" 150
g L o e A
% 100 e o
> 0 ¢o [
o > o++k é + as
g 0 ! Il .l .m_l— 1mvVv
g -10 0O 10 20 30 2 s,

Tiempo [min]

Figura 18. La activacion inmune materna aumenta el valor de la @u. Panel superior
izquierdo: Se hizo un registro basal de 15 minutos y posterior a eso se aplicaron 900
pulsos de la frecuencia a evaluar (1, 3, 5, 10 y 50), se registré durante 30 minutos y se
promediaron los Ultimos 5 minutos por experimento. Se grafico el cambio en el fEPSP
[% slope] y se determind que en estado control (circulos negros) la frecuencia de 1 Hz
produce una depresion de 21 %, a 3 Hz la depresion es de 38 % y 5 Hz se observa una
depresion de 29 %, la frecuencia de 10 Hz evoca una potenciacion de 45 % y a 50 Hz
se ve una potenciacion de 86 %. En el grupo con AIM la frecuencia de 1 Hz provoca
una disminucion en la pendiente de 26 %, la frecuencia de 3Hz evoca una depresion
de 23 % y a 5 Hz se observa una depresién de 29 %. A 10 Hz se observa una
disminucion en la pendiente de 30 % y la frecuencia de 50 Hz evoca un aumento en la
pendiente de 125 %. Panel superior derecho: Ajuste matematico donde los datos se
acoplan a la regla BMC, modificando el valor de @y en las ratas con AIM (curva azul).
Panel Inferior izquierdo: Potenciacion evocada con estimulacién a 10 Hz en estado
control y depresién evocada a la misma frecuencia en ratas con AIM. Inferior
derecha. Trazos representativos de la estimulacién con frecuencia a 10 Hz, en negro
el control y en azul el de AIM.

48



DISCUSION.

Los resultados de este trabajo demuestran que la activaciéon inmune materna,
inducida mediante la administracion de LPS 100 uM en los dias gestacionales 15y 16,
modifica la fuerza de la transmision sindptica y las capacidades plasticas del circuito
FM — CA3 del hipocampo de la rata. Los hallazgos se resumen asi: i) Disminucion en la
fuerza de la transmision glutamatérgica. ii) disminucion en la facilitacién por
frecuencia de estimulacion. iii) disminucion en la facilitacion por pulso pareado. iv) en

condiciones control la estimulacion del mGIuR5 induce LTD y en condiciones de

activacion inmune materna no se induce LTD al estimular los receptores mGIluR1/5
(Figura 19).

Interneurona GABAerglca
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Su estimulacion
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Figura 19. Mediante registros extracelulares encontramos alteraciones en la
transmision sindptica de las sinapsis FM-CA3, causadas por la exposicion materna a
LPS durante la gestacion. Se encontrd que, a partir de los 30 dias postnatales, la
activacién inmune materna causa una disminucién en la fuerza sinaptica, disminuye la
facilitacién por frecuencia de estimulacion y por pulso pareado, provoca fallos en el

mantenimiento de la LTD inducida con DHPG y modificaciones en el umbral Om en la
sinapsis FM-CA3.
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Alteraciones sistémicas en las ratas gestantes.

La primera observacién de este trabajo fue que la AIM inducida con LPS causa una
disminucién en el nimero de crias. Este hallazgo coincide con reportes previos que
mostraron que la activacién inmune materna con LPS induce muerte fetal vy
reabsorcion de una manera dosis-dependiente (Chlodzinska et al., 2001; Renaud et
al., 2011). Renaud y cols (2011) reportaron que los eventos que preceden a la muerte
fetal en un ambiente inflamatorio se deben a el aumento en los niveles de TNF-a y
asociaron la administracién de LPS con perfusién uteroplacentaria deficiente,
desarrollo de eventos trombdticos e  hipoxia placentaria y fetal. Es
importantedemostrar posteriormente que la aplicaciéon i.p. de LPS induce un aumento

significativo de citocinas proinflamatorias.

Alteraciones en la fuerza de la transmisidn sindptica y plasticidad a corto plazo mediadas por AIM.
Los resultados electrofisioldgicos obtenidos en este trabajo constituyen la primera
evidencia de alteraciones en la fuerza de la transmision sinaptica y la plasticidad a

corto plazo en las sinapsis FM-CA3 inducidas por AIM.

En primer lugar, se observd disminucién en la amplitud maxima de las espigas
poblacionales. Las espigas poblacionales son potenciales de accién de un gran nimero
de células registradas extracelularmente. La disminucidon en la amplitud maxima de la
espiga poblacional sugiere una disminucion en la liberacion de neurotransmisores y/o
disminucion en la excitabilidad intrinseca de las neuronas piramidales de CA3. En
modelos de AIM con Poly I: C (el Poly I:C es una estructura quimica similar al dsRNA,
presente en algunos virus, y se utiliza comUunmente para modelar las acciones de
dsRNA extracelular; Alexopoulou et al., 2001), Zhang y van Praag (2015), reportaron
gue las células granulares del giro dentado presentan disminucion en la frecuencia de
disparo de potenciales de accién tras la exposicion al inmunoestimulante y la

subsecuente activacién inmune materna. De igual manera, Patrich y cols. (2016),
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reportaron una disminucion en la excitabilidad intrinseca de las neuronas piramidales

de CA1, causado por activacién inmune materna con Poly I: C.

Una disminucién en la excitabilidad en las neuronas puede ser consecuencia de
alteraciones en la funcién de los canales iénicos (Canales de Na* y de K*) que dan
forma a los potenciales de accién. En este sentido, se ha reportado que la AIM
inducida con Poly I:C afecta la funcionalidad de los canales de K* dependientes de
voltaje y los canales de K de rectificacion entrante (GIRKS), aumentando su expresién
en corteza prefrontal (Amodeo et al., 2019). Nuestros resultados no descartan
ninguna de estas posibilidades. Sin embargo, y para demostrar que la AIM por LPS
modifica la cinética de los canales idnicos que participan en el potencial de accién se
requieren experimentos encaminados a aislar corrientes de Na* y K*. Dichos
experimentos requieren la técnica de patch clamp y no fueron objetivo de este

trabajo de investigacion.

Por otra parte, se encontré que la AIM inducida con LPS causa una disminucién en la
fuerza de la transmisién sindptica cuando ésta se evalud con curvas E-S. Una forma
conveniente de medir indirectamente la funcién sinaptica es su “fuerza”.
Funcionalmente, se define como la cantidad promedio de corriente producida en la
neurona postsinaptica debido a un potencial de accién en la neurona presinaptica
(Murthy, 1998). La disminucion en la fuerza sindptica observada en este trabajo puede
asociarse a modificaciones en los mecanismos de liberacién de neurotransmisor en las
fibras musgosas, un numero disminuido de fibras activas o un menor numero de
sinapsis activas entre FM y CA3. Con respecto a la disminucion de la latencia en las
curvas E-S de espigas poblacionales. Estos resultados sugieren que la activacion
inmune materna podria causar una disminucion en el nimero de fibras activas por lo

gue a manera de compensacion se recluta un mayor numero de neuronas.

En el giro dentado, la densidad de espinas dendriticas de las células granulares se
reduce en ratas con activacion inmune materna inducida con Poly I:C (Abazyan et al.,

2010; Li et al., 2014). Estudios previos en los que también se utilizd LPS, reportan
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disminucién en la neurogénesis y en la proliferacion neuronal del GD (Lin & Wang,
2014; Cui et al., 2009). De igual manera, Zhao y cols. (2019), reportaron que la
elevacion de citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a en el cerebro fetal en ratas
con activacién inmune materna induce reduccién en la neurogénesis del GD. Ademas,
la AIM favorece el estado activo M1 de la microglia, lo cual se asocia con inhibicién de
neurogénesis en el giro dentado (Zhao et al., 2019; Murray et al., 2018). En conjunto,
estos reportes sugieren que las alteraciones en las propiedades sinadpticas estan
asociadas a la disminucién de fibras y disminucion en la proliferacion neuronal del giro
dentado en las ratas con AIM. Sin embargo, para demostrar y atribuir los resultados
de nuestras ratas a la disminucién en la densidad de fibras musgosas activas, se

requieren de estudios histoldgicos adicionales.

Un hallazgo adicional fue la disminucion en la facilitacion de las respuestas sinapticas
de campo por frecuencia de estimulacion y la disminucidon en la facilitacién por pulso
pareado. Este trabajo representa la primera evidencia experimental de alteraciones
en los procesos de facilitacion de la sinapsis FM-CA3 causados por activacion inmune
materna. Dicha reduccién puede deberse a fallos en los mecanismos de liberacion de
neurotransmisor asociados a la facilitacion, como el sistema de amortiguamiento de
Ca®* (sinaptotagmina 7 , sinaptotagmina 1 y munc-18). En contraste con nuestro
hallazgo, trabajos previos realizados en la sinapsis CA3 — CA1 reportaron que no hay
diferencias en las propiedades de liberacién de neurotransmisor entre los animales
control y aquellos que fueron expuestos a Poly I:C prenatalmente (Ito et al.,2010;
Zhang & vanPraag, 2015; Patrich et al.,2016). Si las propiedades de liberacién de
neurotransmisor, el control de calcio intracelular o la actividad postsinaptica de los
receptores de glutamato estan alterados en la sinapsis FM — CA3, requiere

experimentos adicionales dirigidos a esclarecer esta interrogante.
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Induccién de LTD y activacion inmune materna.

EL primer fendmeno de plasticidad a largo plazo que se evalud en este trabajo fue la
induccion de LTD eléctrica mediada por la activacion sostenida del receptor
metabotrépico mGIuR2 (Kobayashi et al., 1989). Dado que existen antecedentes
donde se asocia bajos niveles de expresion de mGIluR2 en dreas como la corteza
prefrontal, cerebelo y giro dentado (Gonzalez - Maeso et al., 2008; Bullock et al.,
2008; Egan et al., 2004), alteraciones en el mGIuR5 en el vermis y polimorfismos del
gen GMR3 que codifica para el receptor mGIluR3 que podrian estar asociados con el
incremento del riesgo a desarrollar esquizofrenia (Egan et al.,, 2004). Este trabajo
planted que esta forma de plasticidad presentaria alteraciones en su induccién o
mantenimiento. Contrario a lo que esperdbamos, no se encontraron diferencias
significativas en la magnitud de LTD de los animales con activacién inmune materna y
el grupo control. Sin embargo, las alteraciones en la LTD hipocampal y AIM estan
documentadas. Escobar y cols. (2011) encontraron que las alteraciones en la
induccién de LTD por AIM son observables desde el dia postnatal 50. Dichos hallazgos
sugieren que las alteraciones podrian ser dependientes de la edad, y los autores
atribuyen esto a un desbalance en la proporcién de receptores AMPA/NMDA en
animales expuestos a LPS. En la sinapsis FM — CA3, la LTD esta mediada por
receptores metabotropicos metabotrdpicos, en particular los mGIuR2. Estos reportes
indican que no podemos descartar que con la maduracién cerebral se pueda
desenmascarar una alteracién en los mecanismos celulares que subyacen a la
depresion a largo plazo. Consistente con esta idea, un trabajo previo del laboratorio
demostrd en animales expuestos a MK-801 (un modelo que mimetiza sintomas
negativos y cognitivos de la esquizofrenia) que solo hasta la etapa adulta (90 dias
postnatales), se presentan alteraciones en la induccion de LTD hipocampal

(Hernandez-Frausto et al,, 2019).
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Depresion mediada por receptores metabotrépicos del grupo |y AIM.

La informacion sobre la depresion sinaptica inducida por la activacidon del grupo | de
mGIuRs en la sinapsis FM — CA3, es controversial. Susuki y Okada (2010) reportaron
que el DHPG (agonista de los receptores mGluR1 y mGIuR5) induce depresién en la
sinapsis MF — CA3. Sin embargo, estos experimentos no profundizaron en la duracién
temporal de la depresidn sindptica pues sus experimentos duraron 60 minutos. Una
contribucion de este trabajo fue demostrar que la MF — LTD inducida con DHPG se

mantiene por periodos superiores a los 90 minutos.

Otra aportacién de nuestro trabajo fue realizar una diseccion farmacoldgica de la
contribucion de los mGluRs del grupo | en la MF — LTD. El bloqueo selectivo de los
receptores mGIluR1 y mGIuR5 (con LY-36835 o MPEP, respectivamente), demostro la
participacion individual de estos receptores. Cuando el receptor mGIluR5 fue
blogueado, el mGIluR1 solo es capaz de inducir depresion sindptica transitoria que se
revierte con el lavado del DHPG. El efecto transitorio de la activacion del mGluR1
sugiere que este receptor solo estd involucrado en la induccion de LTD, sin ser

suficiente para desencadenar un mecanismo a largo plazo.

Por otra parte, si el mGluR1 es farmacoldgicamente bloqueado durante la perfusion
de DHPG, la activacién del mGIuR5 induce MF — LTD. Este experimento sugiere que el
mGIuR5 participa tanto en la inducciéon como en el mantenimiento de la depresion
sinaptica. Camodeca y cols. (1999) reportaron que la depresion inducida por
activacion de los mGluRs del grupo |, depende principalmente del mGIuR5 y requiere
activaciéon conjunta de PKC y PKA. Dicha observacion fue realizada en la sinapsis via
perforante — GD. En contraste, en la region CA1l la inducciéon de LTD requiere

activacion de ambos receptores (mGIluR1 y mGIluR5).

Hasta ahora se sabe que, concentraciones altas de DHPG [ > 50 uM] inducen LTD en
las sinapsis FM-CA3 (Suzuki y Okada, 2010). Y se sabe que la activacién de los

receptores mGlul y mGlu5 reduce la conductancia de membrana mediada por
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canales de fuga de potasio (Guérineau et al., 1994) y activa una conductancia interna
catidonica no selectiva en las neuronas piramidales de CA3 (Guérineau et al., 1994,
Pozzo Miller et al., 1995). Sin embargo, nuestro trabajo es el primero que explord y
determind la participacion critica de un receptor (el mGIuR5) para la induccién de MF

—LTD.

El siguiente paso fue determinar el estado de la depresidn sindptica por activacion de
mGIluRs del grupo | en el modelo de AIM por LPS. De manera consistente, nuestros
resultados mostraron una falla en el mantenimiento de la depresién sinaptica del MF
fEPSP. Tras la perfusién de DHPG, las respuestas sinapticas experimentaron una
depresion transitoria que se revertio en los primeros 20 min posteriores al lavado del
agonista. A diferencia de lo observado en condicién control, los animales expuestos a
AIM por LPS fueron incapaces de echar a andar la maquinaria bioquimica involucrada
en la fase tardia de la depresién sindptica. Reportes previos determinaron que existe
una disminucion en la expresiéon de proteinas de unidon como [**S]metionina/cisteina,
asi como una disminucion de la proteina Arc (proteinas requeridas para la induccion y
mantenimiento de la mGIuR-LTD), en la regiéon CA1 hipocampal en modelos animales
de autismo, lo que provoca fallos en la LTD inducida por DHPG (Auerbach et al., 2011).
Dado que la AIM es factor de riesgo para el desarrollo de autismo, es viable asumir
gue la AIM por LPS utilizada en este proyecto, es responsable de una alteracion en el

funcionamiento de los receptores metabotrépicos de glutamato del grupo I.

Modificacion del umbral @m por AIM inducida con LPS.

Para explorar la posibilidad de un deterioro en la induccién de plasticidad con una
aproximacion electrofisioldgica, se analizd el umbral de modificacion @m. Nuestros
resultados mostraron que la activaciéon inmune materna por LPS induce un
desplazamiento hacia la derecha en la grafica de Ow, que significa un aumento en la
actividad postsinaptica promedio. Tal como lo platea el modelo BCM, altos niveles de

actividad postsinaptica modificardn y desplazaran en una grafica el umbral de Qv
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(Hulme et al., 2014). Los modelos de plasticidad intentan acoplar los experimentos de
plasticidad dependientes del tiempo con la actividad postsindptica promedio. Una
caracteristica destacada por la mayoria de los modelos es la nocion de que el umbral
Ov se correlaciona con el voltaje postsindptico, la concentracion de calcio
intracelular, la tasa de descarga postsindptica u otras variables neuronales
relacionadas a la activacion postsindptica (Artola & Singer, 1993; Pfister & Gerstner,
2006; Morrison et al., 2008; Graupner & Brunel, 2012; Gainey & Feldman, 2017). Por
lo que modificaciones en el umbral podrian estar asociados con alteraciones en
cualquiera de estas variables. Dado que en los animales expuestos a activacion
inmune materna se ha visto una disminucion en la cantidad y/o funcionalidad de las
fibras musgosas, la presencia de un mecanismo compensatorio postsindptico
explicaria el desplazamiento en el umbral @\ a la derecha. Sin embargo, no existen

reportes en la literatura que apoyen o descarten esta hipotesis.

Es interesante que el modelo BMC se ha aplicado para explorar como distintas
condiciones fisioldgicas modifican (desplazan en una grafica) el umbral @um. Reportes
previos mostraron que una menor actividad de la corteza visual, inducida mediante
periodos de luz-oscuridad, recorre el umbral a la izquierda, haciendo mas facil la
induccion de LTP (Kirkwood et al., 1996; Philpot et al., 2001). Sin embargo, no se
habia aplicado hasta ahora para variables relacionadas con patologias, o en modelos

de activacion inmune materna.

Curiosamente, el modelo BMC se ajusta muy bien a los datos experimentales. Sin
embargo, este modelo tiene sus limitaciones. Dado que es puramente hebbiano y no
incluye la nocién de mecanismos compensatorios. Por ejemplo, la plasticidad
heterosinaptica también podria actuar como un mecanismo compensatorio (Lynch et
al., 1977; Chen et al., 2013; Chistiakova et al., 2015). Sobre todo, en esta sinapsis,
donde las fibras musgosas hacen un mayor nimero de contactos con interneuronas
GABAérgicas que con neuronas piramidales de CA3 (Fig. 20). Pero estos mecanismos
no pueden ser medidos con este tipo de modelos, debido a que solo se mide la

actividad postsinaptica promedio de la via estimulada.
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Es claro, es que la infeccion prenatal inducida con LPS, provoca alteraciones sobre la
funcién de las sinapsis FM-CA3. Y profundizar en mas analisis para detectar de manera

mecanistica estas alteraciones, enriquecera los hallazgos de este trabajo.

CONCLUSION.

La activacion inmune materna es capaz de modificar la plasticidad mediada por el
receptor metabotrépico de glutamato mGIuRS en el circuito GD-CA3. Provocando que
no se de la fase de mantenimiento de la LTD que esta mediada por este receptor. Y
causando disminucion en la fuerza sindptica y disminucion en la facilitacién en las

fibras musgosas.

PERSPECTIVAS.

e Explorar con técnicas de patch clamp en célula completa el estado de las
diversas corrientes que dan forma al potencial de accién: corrientes de sodio
dependientes de voltaje (/na+), corrientes de potasio transitorias (/a) vy
corrientes de potasio persistentes (/p).

e Explorar posibles alteraciones que dan forma a la excitabilidad intrinseca de
las neuronas piramidales de CA3, utilizando la técnica de patch clamp.

e Explorar si la AIM interfiere con la induccion y expresién de potenciacion a
largo plazo (MF LTP) de la sinapsis MF — CA3.

e Determinar mediante el uso de técnicas conductuales, el estado cognitivo de

los animales expuestos a AIM.
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