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RESUMEN

La potenciacién de larga duraciéon (LTP) es considerada como la base celular y
molecular que subyace a los procesos de memoria y aprendizaje. Aunque por
muchos afios prevalecié la idea de que solo las neuronas eran importantes
para la induccién de la LTP, estudios recientes han mostrado que los astrocitos
(el principal tipo de célula glial del SNC) juegan un papel determinante en la
induccién de la LTP producida por una estimulacion de alta frecuencia. Esto se
debe a que los astrocitos son capaces de liberar sustancias quimicas como el
glutamato y D-serina entre otros que modulan las respuestas sinapticas.

La nicotina (Nic) es el principal componente del tabaco, capaz de inducir por si
sola una LTP en el hipocampo de la rata. A pesar de que sus efectos han sido
explicados tomando en cuenta Gnicamente a las neuronas, la presencia de
receptores nicotinicos en las astrocitos abri6 la posibilidad de que estos
pudieran estar mediando los efectos de la Nic como sucede en otros tipos de
plasticidad. El objetivo de este trabajo fue el de analizar si la D-ser (un
transmisor sintetizado principalmente por los astrocitos y que modula a los
receptores NMDA) participaba en la LTP inducida por Nic. Para esto, se
obtuvieron rebanadas de hipocampo de ratas macho de la cepa Wistar. Se
registraron los potenciales de campo (fEPSP) producidos por la estimulacién de
las C. Sch., se aplicé Nic (1uM) para inducir la LTP y se probé el efecto del AP-
5 (antagonista del sitio a glutamato de los NMDAR, 50uM), también del DCKA
(antagonista del sitio de unién a glicina de los NMDAR, 200nM) y el de D-serina
(un agonista del sitio de unién a glicina, 20uM). La aplicacion de AP-5 provoco
la inhibicion de la LTP inducida por Nic, la cual se restaur6 al lavar la droga. El
DCKA bloqueé por completo la induccién de Nic ademéas de producir una
disminucién gradual en la eficiencia sinaptica al finalizar el registro (depresién
de los fEPSPs). Por su parte la aplicacion de D-ser previo a la aplicacién de
Nic, produjo una LTP superior a la inducida unicamente por Nic. Estos
resultados en conjunto sugieren que a través de la modulacion de los NMDAR,
la D-ser liberada por los astrocitos participa en la LTP inducida por Nic.
(Palabras Clave: Astrocitos, D-serina; Nicotina; LTP; hipocampo)




ABSTRACT

The long-term potentiation (LTP) is considered as the cellular basis underlying
the learning and memory processes. Although for many years prevailed the
idea that only neurons were important for the induction of LTP, recent studies
have shown that astrocytes (the main type of glial cell in the central nervous
system) plays a role in the induction of LTP produced by high-frequency
stimulation, due to release of transmitters such as glutamate and D-serine (D-
ser) among others that in turn modulates synaptic responses.

Nicotine (Nic) is the main component of tobacco, that is able to induce (by itself)
LTP in the hippocampus of the rat. Although this effects have been explained
taking into account only the neurons, the presence of nicotinic receptors in
astrocytes suggested that these could be mediating the effects of Nic as in
other types of plasticity. The aim of the present work was to examine whether
D-ser (a transmitter synthesized mainly by astrocytes acting on NMDA
receptors) are involved in the Nic-induced LTP. To do that, hippocampal slices
were obtained from male Wistar rats (120 g). Field potentials (fFEPSP) produced
by Schaffer collaterals stimulation were recorded and Nic was applied (1uM) to
induce LTP. The effect of an antagonist of NMDAR (AP-5, 50uM), an antagonist
of the glycine binding site of NMDAR (DCKA, 200nm) and an agonist of glycine
binding site (D-ser, 20uM) were tested. During AP-5 application the long-lasting
increase of fEPSPs was not observed, but was restored immediately after the
drug was washed. The DCKA application completely blocked the induction of
Nic and produced a gradual decrease in synaptic efficiency at the end of the
recordings (short term depression). The D-ser administration prior to Nic,
produced an increase in the magnitude of LTP in compare to Nic. Our results
indicate that, through NMDAR modulation, astrocytic D-serine participates in the
Nic-induced LTP.

(Keywords: Astrocytes; D-serine; Nicotine; LTP; hippocampus)
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.  INTRODUCCION

La nicotina (Nic) es el principal alcaloide del tabaco (Nicotiana tabacum) que
desencadena el estado de dependencia hacia el tabaco. Se absorbe
principalmente a nivel broncopulmonar debido a que presenta una mayor
superficie de contacto. Su absorcién y distribucion es muy rapida, alrededor del
90% se absorbe en las mucosas y 7 segundos después es posible detectar la
nicotina en el cerebro (Calabig & Villanueva, 2004). La Nic se une a los
receptores para acetilcolina de tipo nicotinicos (nAChrs), provocando una
amplia gama de efectos en el sistema nervioso periférico y central (Lewis et al.,
2004). Pese a los efectos adversos con los que se relaciona el uso del tabaco,
diversas pruebas conductuales en ratas y humanos han demostrando un
mejoramiento en la ejecucion de las tareas relacionadas con atencién, el
aprendizaje y la memoria entre otros (Lynch 2004; Morris et al., 1986;
Sigurdsson, 2007).

El hipocampo es una estructura cerebral relacionada con la atencion y
consolidaciéon de la memoria, asi mismo, es una estructura con una alta
innervacion colinérgica y por ende sitio de accién de la Nic (Taupin, 2007; Vizi
& Lendvai, 1999). De esta manera, alteraciones en el funcionamiento de los
receptores nicotinicos del hipocampo se han relacionados con la aparicion de
trastornos como el Alzheimer y la esquizofrenia (Nordberg, 2001; Levin, 2002).
Por lo que no es de extrafarse que la administracion de Nic en estos
padecimientos, tenga efectos positivos en sujetos que presentan dichos
trastornos (Oddo & LaFerla, 2006; Birks 2006). La comprension de la
modulacién que ejerce la Nic en el hipocampo puede facilitar el desarrollo de
nuevas terapias para tratar estos desordenes.

Debido a las caracteristicas de los circuitos del hipocampo, éste ha sido
un buen modelo en el estudio de la comunicacion sinaptica y de los procesos
plasticos que ocurren en él (Taupin 2007). El modelo de plasticidad sinaptica,
considerado como la base celular y molecular que subyace a los procesos de
aprendizaje y memoria, es la potenciacion de larga duracion (LTP por sus
siglas en ingles). Diversos farmacos pueden bloquear, facilitar o modular la
generaciéon de la LTP. En este sentido, se ha demostrado que en el




hipocampo, la Nic puede facilitar la induccién de la LTP (Kenney & Gould,
2008).

Los efectos de la Nic en el hipocampo (y en general en el SNC) han sido
explicados hasta ahora tomando en cuenta Unicamente a las neuronas (pre y
postsinapticas). Sin embargo, estudios recientes han mostrado que los
astrocitos (un tipo de célula glial) expresan también receptores a la Nic
(Graham et al, 2003; Gahring et al., 2004) y que la activacion de estos produce
respuestas celulares en el astrocito (Sharma & Vijayaraghavan, 2001,
Sontheimer & Waxman, 1993; Dani 2001). Estos hallazgos adquieren
relevancia, si entendemos que el 60% de las sinapsis del hipocampo se
encuentran rodeadas por astrocitos (Ventura & Harris, 1999) y que en otras
estructuras como la corteza, el hipotalamo y la médula espinal asi como en el
mismo hipocampo, se ha mostrado que los astrocitos son capaces de regular la
comunicacion neuronal y la plasticidad sinaptica (Yang et al., 2003). En este
contexto, el presente trabajo pretende analizar si en los efectos de la Nic sobre
la transmisién sinaptica y la LTP en la regién CA1 participan los astrocitos.




Il. ANTECEDENTES

Hipocampo

La formacién hipocampal debe su nombre al parecido con el caballo de
mar. Es una estructura cerebral bilaminar, simétrica que forma parte del
sistema limbico y que participa en la formacion, consolidacién y recuperacion
de la memoria. En la rata esta localizada dentro del I6bulo temporal, en la parte
medial del cerebro en posicién rostro-caudal (Cajal 1911). La formacion
hipocampal esta compuesta por el giro dentado, el asta de Ammon o
hipocampo (cornu Ammonis; CA), el subiculum (pre y parasubiculum), y la
corteza entorrinal (Figura 1) (Cajal 1911).

Celulas pramidales °

Colaterales de Schaffer de CAY \ CAl,
N il "

Celulas pramdales
du CA3 | \
L Giro Dentado Via perforant

Fibras
musgosas

Figura 1. Localizaciéon del hipocampo en el cerebro de la rata y diagrama del
circuito hipocampal. Esquema del hipocampo dorsal de la rata en el cual se puede
apreciar el circuito trisinaptico unidireccional (Modificado de Purves et al., 2005).




Organizaciéon anatémica del hipocampo

El hipocampo es una de las estructuras filogenéticamente mas conservadas en
el cerebro. Esta organizado en seis capas: El alveus, el stratum oriens, el
stratum piramidale, el stratum radiatum y el stratum lacunusum/moleculare
(Duvernoy 2005). En 1934 Lorente de No, basado en las tinciones de Golgi,
dividié al hipocampo en 4 regiones: CA1, CA2, CA3 y CA4 (Taupin 2007). La
region CA1 se encuentra adyacente al subiculum, CA3 se localiza contigua a la
fimbria y al plexo coroideo, CA2 se sitia entre estas 2 regiones y CA4 esta
localizada en el hilus del giro dentado (Dupuy & Houser, 1997) (Figura 2).

Figura 2. Organizacion y distribucion de las capas de la formacién hipocampal.
GD, Giro dentado; CA3, cornus Ammonis; so, stratum oriens; sp, stratum piramidal; sl,
el stratum lacunosum; sr, stratum radiatum; slm, stratum lacunosum-moleculare. Ent,
corteza entorrinal; SUB, el subiculum; VP, via perforante (modificado de Paxinos &
Watson, 1998).

El hipocampo recibe aferencias de diversas areas cerebrales vecinas
dentro de las que destacan el hipotalamo, el nicleo septal mediano y la corteza
entorrinal siendo esta ultima la principal aferencia (Taupin 2007). El hipocampo
posee un patrén Unico de conectividad cuya principal via esta organizada en un
circuito trisinaptico laminar que viaja a lo largo de la lamina de todo su eje
(Owens et. Al, 1996; Khaliloy et. al, 1999; Leinekugel et. al, 1999). La primera
conexion corresponde a las proyecciones de las células piramidales (fibras
perforantes) de la capa Il de la corteza entorrinal (Taupin 2007). Estas fibras,
corren a través del stratum moleculare y proyectan a las células granulares del
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giro dentado. Las células granulares proyectan a través de las fibras musgosas
a las dendritas de las células piramidales de la region CA3, formando la
segunda conexion del circuito (Taupin 2007; Amaral & Lavanex, 2007). Las
proyecciones de las células piramidales de CA3 (colaterales de Schaeffer)
viajan por el stratum radiatum y stratum oriens en donde hacen contacto con
las piramidales de CA1, las cuales forman la tercera conexién del circuito
trisinaptico del hipocampo (Taupin 2007; Amaral & Lavanex, 2007) (Figura 1y
2). Finaimente, los axones de las células piramidales viajan por la capa del
alveus hacia la fimbria, siendo esta la eferencia mas importante del hipocampo
(Taupin 2007)

Transmision Sinaptica en la region CA1

La region CA1 ha sido ampliamente estudiada por ser el ultimo relevo del
circuito trisinaptico del hipocampo y principal salida de la informacién (Taupin
2007). Las colaterales de Schaffer (C. Sch.) liberan principalmente glutamato
en las sinapsis con las piramidales de CA1 (Seeburg 2007). Por su parte las
piramidales de CA1 expresan una amplia variedad de receptores posinapticos
a glutamato tanto metabotrépicos como ionotrépicos, entre los que destacan
los receptores glutamatérgicos AMPA, kainato y NMDA (Bliss & Fazeli, 1996).

Los receptores AMPA (AMPAR) son proteinas compuestas por 5
subunidades (GluR1, GIuR2, GluR3 y GluR4) codificadas por cuatro genes. Las
combinaciones de estas subunidades les confieren propiedades diferentes. Por
ejemplo, la ausencia de GIuR2 incrementa significativamente la permeabilidad
a Na’ de los AMPAR. En la region CA1, se expresan Unicamente GLuR1,
GIuR2 y GIuR4 (Seeburg, 2007; Anwyl, 1996) por lo que el principal i6n que
pasa por este canal es el Na'. Estos canales poseen una gran afinidad al
glutamato y una alta probabilidad de activacion, lo que les confiere un papel
esencial en la transmisiéon sinaptica, ya que es mediada principalmente por
estos receptores (Kullmann, 2007).

Los receptores a Kainato son estructuras tetramericas compuestas por
subunidades GIuR5, GIuR6, GIuR7, KA1 y KA2. La distribucién de los
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receptores a Kainato en CA1, es mucho menor con respecto a los AMPAR. En
las piramidales de CA1 se encuentran exclusivamente los receptores
conformados por las subunidades GIuR6 y KA2, los cuales son principalmente
permeables a Na“ (Wisden et al. 2000). El papel de los receptores a kainato en
la transmision sinaptica suele ser similar a la de los receptores AMPA, sin
embargo, presentan diferencias ya que las corrientes mediadas por los
receptores a kainato son menores y generalmente requiere de fuertes
estimulos para su activacién (e.g. trenes de estimulacién de alta frecuencia)
(Kullmann 2007).

Los receptores NMDA estan formados por 5 subunidades (NR1, NR2A,
NR2B, NR2C, NR2D, NR3A y NR3B) codificadas por siete genes. En las
subunidades NR1 y NR2, se encuentra el sitio de unién del co-agonista (glicina
o D-serina), por lo que la ausencia de la subunidad NR1 genera NMDAR que
no son funcionales (Forrest et al., 1994). La subunidad NR2 posee el sitio de
unién a glutamato. En particular la subunidad NR2B, determina el perfil
electrofisiolégico y farmacolégico del canal, ya que determina el tiempo de
apertura del canal, la conductancia y la sensibilidad al Mg®* (Kullmann 2007).
Con la excepcion del subtipo NR3B, todos los otros subtipos de NMDAR se
expresan en el hipocampo (Kullmann 2007). A diferencia de los AMPAR el poro
del canal se encuentra bloqueado por Mgz*. por lo que es necesario que la
membrana se despolarice para que el Mg®* se remueva y esto permita el paso
de los iones (Dingledine et al., 1999) (Figura 3).




Ca+ Na+
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Figura 3. Representacion de un receptor NMDA. Se puede observar el sitio de
unién para glutamato y del co-agonista Glicina o D-serina. En condiciones de reposo,

el Mg®* se encuentra bloqueando el poro del canal que permite el paso de Na*, Ca?y

K* (Modificada de Purves et al., 2005).

Los receptores metabotropicos a glutamato (mGIuRs) estan acoplados a
proteinas G las cuales pueden modular la liberacion de glutamato y la
excitabilidad neuronal (Seburg, 2007). Todos los genes de las subunidades de
los mGIuR con excepcion de la subunidad mGIuR6 son expresados en el
hipocampo. (Seburg, 2007). Con base en sus propiedades farmacologicas y
funcionales, la familia de los mGIuRs se subdivide en 3 grupos: grupo |
(mGIuR1 y 5), grupo Il (mGIuR2 y 3) y Il (mGIuR4, 6, 7 y 8) (Shigemoto et al.,
1997). La activacion del grupo | desencadena la produccion trifosfato de inositol
(IP3), promoviendo la liberacion de Ca* de los reservorios, facilitando la
excitabilidad de las neuronas postsinapticas. Por el contrario, la activacion de
los grupos Il y lll, disminuye la liberacién de neurotransmisor a través de la
inhibicién de la produccién de AMPc y de los canales de Ca* dependientes de
voltaje, interfiriendo directamente en la maquinaria de liberacién (Seburg,
2007).




Plasticidad sinaptica en la regién CA1 del hipocampo

El término de “plasticidad sinaptica” fue propuesto por el psicélogo polaco Jerzy
Konorski en 1948, el cual dijo que la actividad persistente conduce a cambios
en la eficiencia sinaptica. En 1949, Donald Hebb retom6 esta idea y postulé lo
siguiente:

“Cuando el axén de una célula A esta lo suficientemente cerca como para
excitar a una célula B repetidamente, ocurren procesos de crecimiento o
cambios metabdlicos en una o ambas células de manera que tanto la eficiencia
de la célula A, como la capacidad de excitacion de la célula B son aumentadas’

En particular, las sinapsis del hipocampo tienen una alta capacidad de
responder a patrones especificos de activacion por lo que son altamente
plasticas. En 1973 un trabajo publicado por Bliss & Lomo, aporto las primeras
evidencias de un cambio en la eficiencia sinaptica en un circuito neuronal. Los
experimentos se enfocaron en la estimulacién y el registro bilateral, de la via
perforante y ceélulas granulares del giro dentado respectivamente, del
hipocampo del conejo (Bliss & Lomo, 1973). El estudio de la transmision
eléctrica bilateral por medio de una HFS (150 pulsos por 1s) con diferentes
tiempo de induccién, provocé el incremento de la amplitud de los EPSPs (mv),
asi como la disminucién de la latencia del registro (ms), estos resultados
indican un cambio en la excitabilidad de las células granulares del hipocampo
(Bliss & Lomo, 1973). Al incremento en la excitabilidad fue denominado
potenciacion de larga duracién (LTP por sus siglas en ingles), ya que éste
incremento se mantuvo por horas implicando un reforzamiento en el circuito
neuronal (Bliss & Lomo, 1973).

La LTP inducida por una HFS, ha sido utilizada como un modelo para
conocer los procesos neuroquimicos y biofisicos que participan en la
plasticidad sinaptica (Bliss y Collingridge, 1993). La generacién de la LTP en el
hipocampo depende de mecanismos pre y postsinapticos (Morris, 1988;
Kandel, et al., 1991). La estimulacién constante y prolongada de las C. Sch.
produce la liberacién de glutamato hacia la hendidura sinaptica activando los

AMPAR de las piramidales de CA1 (Seeburg, 2007). La activacion de los
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AMPAR produce una despolarizaciéon (generada por la entrada de Na“) lo
suficientemente fuerte como para remover el Mg*? del poro de los NMDAR y
permitiendo el flujo de iones a través de estos (lkeszu y Gendelman, 2008,
Benke et al., 1996, Ascher y Nowak, 1988).

La activacion de los NMDAR es importante para la induccién de la LTP
ya que el Ca* que fluye a través de estos receptores permite la activacion de
diversas vias de sefalizacién. En particular, el Ca* se une a la proteina
Ca*'/calmodulina kinasa Il (CaMKIl) que promueve la insercién y sintesis de
novo de AMPAR y NMDAR hacia la membrana (lkeszu & Gendelman, 2008).
Este incremento permite la formaciéon de oxido nitrico, el cual actia sobre la
presinapsis promoviendo la liberacion del glutamato por parte de las C. Sch.
(Roberson et al., 1996; Schuman & Madison, 1994) (Figura 4).

Antes de la LTP Induccién de la LTP

"~ Sintesis de nuevos AMPAR y comunicacién retrograda

Figura 4. Esquema de los mecanismos celulares que intervienen en la induccion
de la potenciacion de larga duraciéon en la region CA1 del hipocampo. A, La
transmision sinaptica basal esta mediada por los receptores AMPA (AMPAR). B, Al
despolarizarse la membrana de la neurona postsinaptica, el Mg?* deja de bloguear el
poro permitiendo el paso de Na‘, Ca' y K' a través de los receptores NMDA
(NMDAR). El incremento de Ca'? facilita la sintesis de novo de AMPAR y la sintesis
de éxido nitrico (NO) y CO2 que promueven la liberacion de glutamato (Kandel, 2002).




Desde hace varios afos ha sido aceptado que la LTP es la base
funcional que subyace a los procesos de aprendizaje y memoria. Esto se
fundamenta en cuatro puntos principalmente 1) la LTP se induce faciimente en
el hipocampo, un area estrechamente relacionada con la adquisicion de la
memoria (Lynch, 2004); 2) las descargas ritmicas que inducen la LTP son
similares al ritmo teta que se registra en el hipocampo durante una conducta
exploratoria (Diamond et al., 1988; Larson et al., 1986); 3) Los inhibidores de la
LTP del hipocampo, también bloquean la adquisicion y retencion en tareas
exploratorias (Morris et al., 1986); y 4) Diversos cambios bioquimicos que
ocurren después de la induccién de la LTP, también ocurren durante la
adquisicién de la memoria (Lynch, 2004).

Existen tres caracteristicas de la LTP en el hipocampo, la
cooperatividad, la asociatividad y la especificidad (Abraham et al., 1994)
(Figura 6). La LTP que se genera en las colaterales de Schaffer, requiere de la
activacion simultanea de distintos axones aferentes (cooperatividad). Como
segundo aspecto se requiere que haya actividad concomitante tanto de las
neuronas presinapticas como de las postsinapticas (asociatividad). Como
resultado de los otros dos aspectos, el establecimiento de la LTP se restringe a
las sinapsis estimuladas (especificidad) (Abraham et al., 1994) (Figura 6).




() Especifiadad ®  Asociatividad

Axon 1 Axon 1
Estimulacion Estimulacion
intensa intensa

Figura 5. Propiedades de la potenciacion de larga duracién en neuronas de la
region CA1 del hipocampo. Efecto de la estimulaciéon de las colaterales de Schaeffer
(glutamatérgicas) sobre diferentes tipos de plasticidad. A, Especificidad, la
estimulacion intensa del ax6n 1 produce un incremento en la fuerza sinaptica del axén
1 sin afectar la fuerza sinaptica del axén 2. B, Asociatividad, si al igual que en A, se
estimula el axén 1, pero al mismo tiempo se da una estimulacién débil en el axén 2,
ambas sinapsis son reforzadas. C, Cooperatividad, la induccién de la potenciacién de
larga duracién requiere de la activaciéon concomitante de varios axones. (Modificada de
Purves et al., 2005).

Acetilcolina y Nic

La acetilcolina (Ach) es un neurotransmisor liberado en el hipocampo por el
septum medial y la banda diagonal de Broca (Linster & Hasselmo, 2000). La
ACh liberada en el hipocampo, actia sobre receptores metabotropicos
(muscarinicos) e ionotropicos (nicotinicos), estos ultimos pueden ser activados
ademas de la acetilcolina por un ligando exégeno como la Nic (Jones et al.,
2002; Kulliman, 2007).

La nicotina es el principal componente y en gran medida el responsable
de la adiccion al tabaco. Tiene la capacidad de modular la funcién neuronal ya
que, como se mencioné anteriormente, es capaz de unirse a los receptores de
ACh de tipo nicotinicos (nAChRs). Los nAChR son canales pentameéricos
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(homomeéricos o heteroméricos) conformados por la combinaciéon de nueve
subunidades que van de a2-a7 y B2-B4 (Wheeler et al., 1993). Las propiedades
cinéticas de los nAChR, asi como su conductancia, son determinadas por las
subunidades que los conforman, por ejemplo, las subunidades a3/B2 son 17
veces menos sensibles a Nic mientras que, los conformados por a2/B2 son
cinco veces mas sensibles a Nic con respecto a su activacion por Ach (Luetje &
Patrick, 1991). La activacién de los nAChR produce una despolarizacion,
debido a la alta permeabilidad a Na" y Ca" que poseen estos receptores
(Seguéla et al., 1993). En particular en la region CA1 del hipocampo, se
encuentran predominantemente los receptores conformados por las
subunidades a7, a4B2 y a3B4 (Levin, 2002). Los nAChR a7 poseen una alta
permeabilidad a Ca™ una baja afinidad de activacion y una rapida
desensibilizacion (Buisson & Bertrand, 2001; Fucile et al., 2004; Bornashev et
al., 1995). Por otro lado, los nAChR a4B2 poseen una alta afinidad de
activacion y lenta desensibilizacién, su activacion promueve en las neuronas
presinapticas un incremento en la liberacibn de neurotransmisores como
glutamato y GABA (Gray et al., 1996; Alkondon et al., 1997). Por su parte la
activacion de los nAChR a3p4, promueve por un lado la liberacién de glutamato
de las C. Sch. y por otro lado aumenta la excitabilidad de las piramidales de
CA1 (Maggi et al., 2003; Levin & Resvani, 2001; Emptage et al., 2001).

Estudios de Fuji y colaboradores (1999), demostraron la capacidad de la Nic
como modulador de la LTP inducida por una HFS en las C. Sch. en rebanadas
de cerebro de rata. El estudio consistio en producir dos HFS con diferentes
frecuencias, una con una frecuencia capaz de inducir LTP (20 pulsos a 100 Hz)
y otra incapaz de producirla (15 pulsos a 100 Hz) (Fuji et al., 1999). La
aplicaciéon de Nic (1 pM) provocéd cambios en la excitabilidad de las C. Sch., lo
que permitié que durante la HFS de 15 pulsos a 100 Hz se produjera una LTP
(Fuji et al., 1999). Estudios posteriores descubrieron que la aplicacién de Nic
era capaz de inducir una LTP por si sola, cuyos mecanismos diferian de la LTP
inducida por una HFS (He et al., 2003).

La induccién de la LTP provocada por la aplicacién de Nic en las C. Sch., ha
sido explicada por medio de diversos mecanismos como la necesaria

inactivacion de los receptores a7 y la activacion de los no a7 (Fuiji et al., 2000;
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Yamazaki et al., 2005). La inhibicién de las interneuronas GABAérgicas, sobre
las neuronas piramidales de CA1 ha sido otro modelo planteado para explicar
la LTP inducida por Nic, ya que al inhibir la inhibicién aumenta la excitabilidad
de la comunicacién sinaptica de las C. Sch. hacia CA1 (Ji & Dani 2000;
Alkondon & Albuquerque 2001). El efecto de la Nic sobre la neurona
postsinaptica, promueve un incremento mayor en la despolarizacién por medio
de la activacion de los nAChR, disminuyendo el umbral de activaciéon de los
NMDAR lo que permite la induccién de la LTP (Malenka & Nicol, 1999)

Células Gliales

Las células gliales comprenden casi la mitad del volumen del sistema
nervioso central (SNC) (Tortora & Grabowski, 2002). Su nombre proviene de la
primera funcion atribuida a estas ceélulas llamandoles el “cemento” que
mantenia unido al tejido nervioso (Tortora & Grabowski, 2002). Su numero
excede en una proporcion de 5 a 50 veces el de las neuronas por lo que no es
de extrafiar que se encuentren distribuidas en todo las regiones del Sistema
Nervioso (Verkhratsky & Butt, 2007; Tortora & Grabowski, 2002).

Existen seis tipos de células gliales, dos se encuentran en el sistema
nervioso periférico y cuatro en el SNC. En el sistema nervioso periférico se
encuentran las células de Schwann, responsables de la formacion de las
vainas de mielina (cada célula forma una vaina individual), y las células satélite
las cuales envuelven a las neuronas de los ganglios (Tortora & Grabowski,
2002; Verkhratsky & Butt, 2007). En el SNC se localizan los oligodendrocitos,
capaces de generar varias vainas de mielina; las células ependimarias, que
producen el liquido cefalorraquideo en los ventriculos del encéfalo; la microglia,
que elimina los desechos de células muertas y bacterias, las cuales tiene la
facultad de emigrar a areas del tejido nervioso que han sufrido algun dafio; y
los astrocitos, células con forma de estrella que cumplen funciones vitales para
el mantenimiento de las neuronas entre las mas conocidas |la regulacion del
pH, aportacién de nutrientes y la regulacion iénica (Tortora & Grabowski, 2002;
Verkhratsky & Butt, 2007). Ademas de esto, recientemente se han descubierto
nuevas funciones de los astrocitos lo que ha provocado un cambio en la

interpretacion de su papel en la comunicacién sinaptica.
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Astrocitos y transmision sinaptica

Receptores astrociticos

Los astrocitos expresan receptores practicamente para todos los
neurotransmisores lo que les permite responder a la actividad neuronal
(Schipke y Kettenmann, 2004). Particularmente en el hipocampo, se expresan
en los astrocitos receptores purinérgicos (Fellin et al., 2006a), GABAérgicos
(Mejer et al., 2008), glutamatérgicos AMPA y NMDA (Matthias et al., 2993;
Schipke y Kettenmann, 2004), colinérgicos, entre otros. Los astrocitos del
hipocampo de igual forma expresan diversas subunidades de receptores
nicotinicos como las a3- a5, a7 y B4 (Gahring et al., 2004, Graham et al.,
2003). De manera interesante, la activacion de estos receptores produce en su
mayoria incrementos en la concentracién de Ca* en los astrocitos lo que ha
llevado a diversos grupos de investigacion proponer un tipo de excitabilidad
astrocitica dependiente del Ca*.

Excitabilidad astrocitica

A pesar de que los astrocitos no son excitables, entendiendo este concepto
como la capacidad de las células de producir potenciales de accién, en 1990
Comell-Bell y colaboradores reportaron que los astrocitos hipocampales en
cultivo respondian a la aplicacion de glutamato con la generaciéon de ondas de
Ca*? intracelular. Dichas ondas se propagan a una velocidad de 15-27um/seg y
se han propuesto 3 modelos para explicar la generacién y propagacién de
estas ondas de Ca"? (Figura 6). El modelo 1, indica que el incremento de Ca*
producido por una estimulacion, puede permear (al igual que el IP3) a través de
las conexinas que se establecen entre astrocitos adyacentes (Boitiano et al,
1992; Saéz et al., 1989). El modelo 2, propone que ante la estimulacién de un
astrocito, se da la liberacién de ATP (dependiente de la concentracién de Ca®),
mismo que puede actuar sobre receptores purigérgicos de tipo P2Y y P2X
presentes en astrocitos adyacentes (Nedergaard et al., 2003). La activacion de
estos receptores, promueve el incremento de Ca* y la subsecuente liberacion

de ATP del astrocito adyacente, regenerando la respuesta de Ca* en un evento
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en cadena (Nedergaard et al., 2003). Por ultimo el modelo 3 plantea que la
liberacion de ATP de un solo astrocito puede, por si solo, ser capaz de
estimular a varios astrocitos vecinos (Nedergaard et al., 2003) (Figura 6).
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Figura 6. Modelos propuestos de la propagaclén de ondas de calcio en los
astrocitos. Modelo 1, indica que el incremento de Ca*? y/o el IP3 pueden pasar a los
astrocitos adyacentes. Modelo 2, el ATP liberado por un astrocito puede aumentar el
Ca*? en un astrocito adyacente. Modelo 3, la liberacion de ATP de un solo astrocito
puede ser capaz de estimular a varios astrocitos vecinos (Modificado de Nedergaard et
al., 2003).




Gliotransmisores y su liberaciéon

La capacidad de los astrocitos de responder a la actividad neuronal con la
liberacion de transmisores (gliotransmisores) como ATP, glutamato, D-serina,
entre ofros, cambidé la interpretacién del papel de los astrocitos en la
comunicacion neuronal. Actualmente, se conocen tres mecanismos celulares
para la liberacion de gliotransmisores: a través de hemicanales, de
transportadores y por exocitosis (tanto clasica como de kiss & run), (Ye et al.,
2003; Duan et la., 2003) (ANEXO 1). La liberacién de gliotransmisores es
dependiente del incremento de Ca*? intracelular de los astrocitos (Mothet et al.,
2005). En este sentido, Hassinger y cols. (1996) mostraron que la liberacién del
ATP de los astrocitos depende del incremento de IP3 y el consecuente Ca*?
intracelular (Hassinger et al., 1996). De igual manera, estudios del grupo de
Volterra y cols. (2005), mostraron que el incremento de Ca'? en astrocitos
producia una fusién de vesiculas que contenian ATP (Volterra et al., 2005). Al
igual que con el ATP, La liberacion del glutamato y la D-ser, por su parte son
liberados por medio de la via exocitica la cual a su vez es dependiente de la via
de IP3 (Mothet et al., 2005).

Comunicacién astrocito-neurona

Los astrocitos pueden modular la actividad neuronal a traves de la liberacién de
diferentes gliotransmisores los cuales pueden activar o inhibir la transmision
sinaptica (Hydon & Carmignoto, 2006). En el hipocampo esto adquiere una
importancia particular ya que el 60% de las sinapsis se encuentran rodeadas
por astrocitos (Ventura & Harris 1999) (Figura 7). Asi, se establece una
comunicacion bidireccional entre las neuronas y los astrocitos a lo que se le
denominé sinapsis tripartita (Araque et al., 1999; Halassa et al., 2007).
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Figura 7. Sinapsis tripartita en el hipocampo. A, Se muestra una fotomicrografia de
una sinapsis obtenida con microscopia electrénica, en donde se indica la neurona
presinaptica (pre), postsinaptica (post), y un astrocito. B, Representacion de una
sinapsis tripartita del hipocampo, en donde la liberacién de glutamato por parte de la
neurona presinaptica (circulos blancos), induce un incremento de Ca'’> y por
consecuencia la liberacion de gliotransmisores como el Glutamato o la D-serina
(Modificado de Fellin et al., 2005).

La gran variedad de gliotransmisores que son liberados en el hipocampo
dificulta una clasificacion de sus efectos sobre la transmision sinaptica. En este
sentido, se ha observado que la aplicacién de una enzima que degrada al ATP
produce una potenciacién de las corrientes postsinaptcas excitatorias (EPSCs)
(Fellin et al., 2005). Estos hallazgos sugieren que la liberacion de ATP por
parte de los astrocitos ejerce una inhibicion tonica de las respuestas sinapticas
en CA1 por lo que al disminuir la inhibicion se observa una facilitaciéon (Fellin et
al., 2005)

De igual manera, se ha observado en co-cultivos de astrocitos y neuronas
hipocampales asi como en rebanadas de hipocampo que, la liberacién de
glutamato producida por la estimulacion de los astrocitos provoca un
incremento en la concentracién de Ca'? intracelular en las neuronas, en la
excitabilidad neuronal y en las respuestas excitatorias mediadas por NMDAR
(Parpura et al., 1994; Ni et al., 2007). A pesar de que generalmente se
considera al glutamato como el principal gliotransmisor que facilita las
respuestas sinapticas, recientemente ha sido reconocida la importancia de un

aminodacido, la D-ser, el cual al unirse al sitio de unién a glicina presente en los
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ll. HIPOTESIS

La D-serina participa en la LTP inducida por la Nic en las sinapsis de CA3-CA1
en el hipocampo de rata.

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si en la LTP inducida por nicotina participa la D-serina en las sinapsis
de CA3-CA1 en el hipocampo de rata.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la LTP inducida por nicotina en la region CA1 en presencia de la D-
serina.

2. Examinar la participacion de los receptores NMDA en la LTP inducida por
nicotina

3. Evaluar si la LTP inducida por nicotina depende de la activacion del sitio de
unién a D-serina en los receptores NMDA
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VI. METODOLOGIA

Obtencion de rebanadas de Hipocampo

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 120 gramos,
proporcionadas por el Bioterio de la UNAM. Las ratas fueron anestesiadas con
eter y sacrificadas por decapitacién. El cerebro fue removido e inmediatamente
sumergido en una solucién rica en sacarosa (en mM: 238 sacarosa, 30
glucosa, 25 NaHCO3, 3 KCI, 2.5 MgCl), a una temperatura de 4°C y un pH de
7.3-7.4. Se obtuvieron rebanadas parasagitales de 400 um con un vibratomo.
Las rebanadas obtenidas, se mantuvieron por al menos 1 hora en liquido
cefalorraquideo artificial -FCA- (en mM: 126 NaCl, 3 KCI, 1 K;HPO,4, 1 MgCl;,
25 NaHCO;, 2 CaCly, 11 glucosa) a una temperatura de 25 °C yun pH de 7.3 -
7.4 previamente ajustado. Las soluciones, se mantuvieron en constante
oxigenacion, con una mezcla de O; (95%) y CO; (5%).

Posteriormente se colocd una camara de registro en el microscopio, en donde
se situd la rebanada para ser perfundida con FCA por gravedad con una
velocidad de 2 a 3 ml/min, recirculada con ayuda de una bomba peristaltica.

Registro electrofisiolégico

Se realizaron registros electrofisiolégicos extracelulares de campo (fEPSPs) de
la region de CA1 del hipocampo, provocados por la estimulacion de las C.
Sch.. Los fEPSPs fueron registradas con micropipetas de borosilicato que
fueron llenadas con NaCl 2M y tuvieron una resistencia de entre 1 y 2 MQ.
Para la estimulacién de las C. Sch. se utilizé un electrodo de estimulacién con
un grosor de 25um. Para producir los fEPSPs se utilizé un protocolo de pulsos
pareados (0.15 ms; 0.033 Hz) con un intervalo entre pulsos de 60 ms, en donde
P1 y P2 son los fEPSPs producidos por el primer y segundo estimulo
respectivamente (ANEXO 2) (Figura 8). Para cada rebanada, la intensidad de
estimulacion del pulso se ajusté como la necesaria para producir
aproximadamente el 50% de la respuesta maxima. Las sefales
electrofisiolégicas se registraron con ayuda de un amplificador Axopatch 200B
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(filtro pasa bajos 1 KHz y un pasa altos de 1Hz) y se amplificaron 100 veces
(100x) para su visualizacién. Las sefales obtenidas se digitalizaron con un
conversor analégico-digital y se almacenaron en el disco duro de una PC para
su posterior analisis (Figura 8).

A
P1fEPSP P2 fEPSP

Electrodo de
Registro
Electrodo de !
Estimulacion

Figura 8. Diagrama del registro electrofisiolégico. A, El electrodo de estimulacion
fue colocado sobre las colaterales de Schaffer y el electrodo de registro en el stratum
radiatum de CA1. B, registro de los potenciales postisnapticos excitatorios de campo
tipicos (fFEPSP) producidos por el protocolo de pulsos pareados en donde P1 se refiere
a la primera respuesta y P2 a la segunda respuesta. Colaterales de Schaffer, Cs;
Fibras musgosas, FM; Giro dentado, GD.

Drogas

Todas las drogas fueron compradas en Sigma-Aldrich (St Louis) y
diluidas en FCA y aplicadas en la perfusion.

Analisis de Datos

Los resultados se muestran normalizados con respecto al control
(promedio de los primeros 30 minutos de registro). La pendiente (mV/ms) fue
medida a la mitad de la fase de descenso de P1 y P2. Las graficas muestran el
promedio + EE. Para determinar la proporcién de los pulsos pareados se dividio
la pendiente de P2 entre la pendiente de P1 (P2/P1). Para la medicién de las
pendientes de los fEPSPs se empleé el programa Clampfit de Axon
Instruments Inc. y para el analisis estadistico se utilizé el programa Sigma Plot
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ver. 10. Se utilizé una t-student pareada cuando se analizaban el efecto de una
droga antes y después de la aplicacién de ésta y, una t-student no pareada
cuando se analizaban las diferencias entre 2 poblaciones diferentes de
rebanadas. Se tomaron como diferencias estadisticamente significativas
aquellos valores de p < 0.05).
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Vil. RESULTADOS

Se registraron 36 rebanadas de hipocampo provenientes de 22 ratas. Se
tomaron en cuenta Unicamente aquellas rebanadas cuyas respuestas se
mantuvieran estables por al menos 30 min.

El efecto de la nicotina (Nic) sobre la transmision sinaptica de la regién
CA1 fue analizada. Durante la aplicacién de Nic, (1 pM, 7 minutos) no se
observaron cambios significativos en las pendientes del fEPSP de P1 (Figura
9A). Sin embargo, 5 minutos posteriores a la aplicaciéon de Nic se observo un
incremento significativo en la pendiente de 77 + 25% (t-student, *p < 0.05)
(Figura 9A). El efecto méaximo se presenté 15 minutos después de la aplicacion
de Nic que mostré un aumento promedio de 197 + 46% - (Figura 9B; t-student,
*p < 0.05). De manera interesante, la sola aplicacion de Nic, produjo un
incremento en la pendiente de las respuestas (superior a 30%) que se
mantuvieron por las dos horas de registro (LTP). Dicho efecto presenté una
forma oscilatoria con un periodo de oscilacion de 60 min aproximadamente
(Figura 9A). El analisis de la proporcion entre P2 y P1 -P2/P1- (15 minutos
después de la aplicacion de Nic), no muestra cambios por efecto de la Nic lo
que sugiere que ésta actGia a nivel postsinaptico (control, 1.7 + 0.05; Nic, 1.5 £
0.1%) (Figura 9C).
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Figura 9. Efecto de la nicotina sobre la transmisién sinaptica. A, curso temporal
de las respuestas antes y después de la aplicacion de Nic, arriba trazos
representativos previos a la aplicacion de Nic y postaplicacion de Nic (Nic; 1 mM, 7
min). B, andlisis de los datos mostrados en A, 15 minutos después de la aplicacion de
Nic (promedio £ EE). C, andlisis de la proporcion de los pulsos pareados antes y
después de la aplicacion de Nic Diagrama del registro electrofisiolégico.

Con la finalidad de conocer la participacion de los NMDAR en la LTP
inducida por Nic, se usé un antagonista de los NMDAR (AP-5). La aplicacién
de AP-5 (50 uM por 60 min) por si sola, no produjo cambios significativos con
respecto al control (Figura 10A), sin embargo, a pesar de que la LTP inducida
por Nic ya estaba establecida (90 min después de la aplicacion de Nic), durante
la aplicaciéon de AP-5, el efecto facilitatorio de la Nic no se observa, llevando las
respuestas incluso por debajo de los controles (Nic, 170.3% + 33.5; Nic + AP-5,
80.2% + 9 ; *p < 0.05) (Figura 10B y 10C). De manera interesante, cuando se
retiré el AP-5 de la perfusién, el efecto de la Nic se re-estableci6é (Nic, 197 +
46%; lavado Nic + AP-5, 184.3 + 28). Como era de esperarse, la comparacion
en las proporciones de los pulsos pareados (P2/P1) entre las rebanadas
tratadas con Nic y las de Nic+AP-5 no mostraron diferencias significativas
sugiriendo que el efecto del AP-5 sobre la LTP inducida por Nic es a nivel
postsinaptico (Control, 1.35 + 0.09; Nic + AP-5,1.38 + 0.04) (Figura 10D).
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Figura 10. Efecto del AP-5 sobre la LTP inducida por nicotina. A, efecto del AP-5
(50 mM, 60 min) sobre la transmision sinaptica basal. Trazos representativos antes y
después de la aplicacion de AP-5 B, curso temporal de las respuestas antes y
después de la aplicacién de nicotina (Nic; 1 mM, 7 min) y AP-5 reflejado en la amplitud
de los trazos representativos respectivos C, analisis de los datos mostrados en B 90
minutos después de la aplicacion de Nic (promedio + EE). D, analisis de la proporcion
de los pulsos pareados antes y después de la aplicacién de AP-5 y Nic.
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Como se menciond en los antecedentes, los astrocitos tienen la
capacidad de modular la actividad de los NMDAR a través de la liberacion de
D-ser. Por esto, nos planteamos evaluar si, el bloqueo del sitio de unién a D-ser
(con DCKA), asi como la aplicaciébn de D-ser exégena modulaban la LTP
inducida por Nic. En la figura 11A se muestra que la administracion de DCKA
(200nM, 20min) no es capaz por si sola de modificar las respuestas (P1) con
respecto al control. Sin embargo, en presencia de DCKA, la Nic no fue capaz
de inducir un incremento de las respuestas del fEPSP de P1 (15 min después
de la aplicacion de Nic) (Nic, 197 + 46%; DCKA + Nic, 81.2% £ 17.6) (Figura
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11C). En cambio, las respuestas disminuyeron de manera gradual, asi, al final
del registro (90 min después de aplicar la Nic) se present6é una depresion de las
respuestas que se mantuvo por al menos 20 min. (Nic, 140.9% + 36; Nic +
DCKA, 56.7 £ 4.9; P < 0.05) (Figura 11B). El analisis de la proporcién entre P1
y P2 (P2/P1) del grupo control, el DCKA y DCKA + Nic no presentaron
diferencias significativas (1.68 + 0.183; 1.261 + 0251 y 1.732 + 0.09
respectivamente p < 0.05).

A B
Control DCKA = Control DCKA + Nic Final
® e N i v B n n nmomon
= 300 A \ 1.~ 5 | O DCKA* Nic
g | I ’F"'l':jm 9 ) _Jom
E g 250 - 0ma
Té 200 E 200 I 1 l
(=]
£ e e I I 1110313
'y . o 3
E"? 100 ”‘TJ“_;‘*;_I———‘:E—#;ILLI{{' g 100 —E—BD—E - ‘l_i_l_;__g. __________
o
‘l,.l_J !f 50 4 1 l g 5 $ 3 OO0 g
B 0 . ' v . . " . % 0 : ; , v y
0 20 40 80 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
C D
300 - 30 3.0
fzso- % 25 % 25
5 200 I E 20 I . E 2.0 ._“m-.ﬁ_‘
i o ~ S S, T & e
150 £ 0 L 48 NN 1.5
E_ = |t : & ——18 % [ VA
5o - TN B L £ 0|\ § 9]
€ 5. : . Poo 13 0 g o5 . g 0.5
by g ¥ pd
o o
o y 0.0 x 0.0 ety
# 2 '\C)
DCKA Nic DCKA + Nic € 0043‘ 457 N
G C}é}
0

Figura 11. Efecto del DCKA sobre la LTP inducida por nicotina. A, efecto del
DCKA (200 nM, 20 min) sobre la transmision sinaptica basal y en la amplitud indicada
en los trazos representativos. B, curso temporal de las respuestas antes y después de
la aplicacion de Nic (Nic; 1 mM, 7 min) y DCKA, asi como su efecto en la amplitud
demostrada en los trazos representativos durante la aplicacion de los farmacos. C,
analisis de los datos mostrados en B 15 minutos después de la aplicacion de Nic
(promedio + EE). D, analisis de la proporcién de los pulsos pareados antes y después
de la aplicacion de DCKA y Nic.
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En la figura 12 se muestra que la aplicaciéon de D-ser (20 uM por 10
min), no produce cambios significativos en la transmision sinaptica (Figura
12A). Para conocer el efecto de la D-ser sobre la LTP inducida por Nic, se
aplicé antes y durante la administracién de Nic. En la presencia de D-ser,
desde los primeros minutos de aplicacion de Nic se observé un incremento
significativo de P1 fEPSP (Nic, 117 + 16.7; D-ser + Nic, 125 + 20) (Figura 12B).
El analisis del efecto 15 minutos después de la aplicacién de Nic se muestra en
el apartado C. El efecto de la D-ser mas la Nic fue significativo con respecto su
grupo control (Control, 96.07% + 2.00; D-ser + Nic, 217% % 50.64; *P <0.05)
(Figura 12B y 12C). La diferencia en el promedio con respecto al grupo que
recibié solo la Nic (Nic, 197 + 46%; D-ser + Nic, 217 + 50.63) no presenté
diferencias estadisticamente significativas. El analisis de la proporcién de las
pendiente de los pulsos pareados (P2/P1) entre el grupo control y la D-ser, no
indicé ningun cambio significativo (Control, 1.490 + 0.066; D-ser, 1.321 %
0.067), al igual que la D-ser + Nic (Control, 1.662 + 0.074; D-ser + Nic, 1.749 +
0.105) sugiriendo un efecto postsinaptico (Figura 12D).
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andlisis de la proporcion de los pulsos pareados antes y después de la aplicaciéon de
D-ser y Nic.
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VIIl. DISCUSION

Efecto de la Nic sobre la transmision sindptica en la regién CA1 del hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral con circuitos neuronales
capaces de desarrollar, con cierta facilidad, diferentes tipos de plasticidad
sinaptica. Estas caracteristicas hacen del hipocampo una estructura clave en
tareas de aprendizaje y memoria. Diversas sustancias endogenas y exogenas
como la Nic facilitan el aprendizaje y la memoria asi como la LTP (base celular
que subyace a dichos procesos). Nuestros resultados muestran que la Nic es
capaz producir una LTP (Figura 9A y B) que dura por lo menos 90 min de
registro (Figura 9A). Estos resultados concuerdan con los observados por
Yamazaki y cols (2006) y Magueresse & Cherubini (2007). Sin embargo, a
diferencia del trabajo de Margueresse, en donde el efecto es a nivel
presinaptico (incrementando la probabilidad de liberacion de las C. Sch., el
analisis de la proporcion en los pulsos pareados en nuestras condiciones
(Figura 9D) sugiere que el efecto es postsinaptico. Estas discrepancias en los
resultados puede ser explicados por las diferencias en la metodologia
experimental usada, ya que Magueresse & Cherubini, ya que tomaron en
cuenta Unicamente a las sinapsis con baja probabilidad de liberacion y de
edades postnatales inferiores a las nuestras (P1-P7 vs P30-P35
respectivamente). Estos parametros son relevantes, ya que segun Maggi y
colaboradores (2004), el efecto de la Nic sobre la probabilidad de liberacién del
glutamato, depende de la probabilidad inicial de liberacion de la sinapsis.

Participacién de los receptores NMDA en la LTP inducida por la Nic

Existe controversia respecto a la participacion de los NMDAR en la LTP
inducida por Nic. Por un lado, He y cols. (2003) mostraron que la
administracion de un antagonista de los NMDAR, el MK 801, no tenia ningtn
efecto sobre la LTP inducida por Nic. Mientras que por otro lado, Yamazaki y
cols. (2006) mostraron que la LTP inducida por Nic era debida a un incremento
en la corrientes sindpticas mediadas por los NMDAR. En este contexto,
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nuestros resultados concuerdan con lo publicado por Yamazaki, ya que en
presencia de AP-5, la Nic no facilito la eficiencia sinaptica (Figura 10). Como
era de esperarse, la aplicacion de AP-5 (por si sola) no altera la transmision
sinaptica (Figura 10), en congruencia con la afirmacién de que la transmisién
sinaptica basal en CA1 depende Unicamente de los AMPAR (Kandell, 2002;
Kullmann, 2007). Las diferencias encontradas con el grupo de He y cols. (2003)
pueden atribuirse a la concentracion Nic (10 yM) y sobre todo al sitio de
registro, ya que ellos registran en la capa piramidal del hipocampo, a diferencia
de nuestro trabajo que registramos en el stratum radiatum. La localizacién del
electrodo de registro, determina la obtencién de potenciales de accion (He et
al., 2003) o potenciales sinapticos en nuestro caso, siendo esto un aspecto
importante para la interpretacion de los resultados.

Participacion de la D-ser en la LTP inducida por Nic

La D-serina es un aminoacido sintetizado a partir de la L-serina por la enzima
racemasa (Wolosker et al., 1999). A pesar de que las neuronas expresan la
enzima racemasa, los niveles de expresién en comparaciéon con los astrocitos
son mucho menores (Schell et al., 1995; Mothet et al., 2000), sugiriendo
fuertemente que son los astrocitos y no las neuronas los que liberan este
transmisor. La D-ser puede actuar como co-agonista de los NMDAR ya que se
une al sitio de unién de a glicina presente en los NMDAR. Diversos grupos han
sugerido que la D-ser es el ligando endbgeno de este sitio y no la glicina
(Mothet et al., 2000: Wolosker et al., 1999; Yang et al., 2003; Panatier et al.,
2006). Asi, la degradaciéon de D-ser (con la DAAO) pero no la Glicina (con la
oxidasa de glicina) afecta las respuestas mediadas por NMDAR (Panatier et al,
2006). De manera interesante, se ha sugerido que los astrocitos pueden
coliberar al agonista (glutamato) y al co-agonista (D-ser) de los NMDAR (Hydon
& Carmignoto, 2006) asegurando con esto el adecuado funcionamiento de los
NMDAR.

Los resultados mostrados en la figura 11 y 12, muestran que en
presencia del bloqueador del sitio de unién a glicina (DCKA) la LTP inducida
por Nic no se presenta similar a lo observado con AP-5 (Figura 10B y C), y que

en presencia del agonista (D-ser) se facilita la LTP inducida por Nic. Este
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hallazgo sugiere que a las dosis usadas de Nic, el sitio de D-ser no esta
saturado.

Nuestros resultados son congruentes con los resultados de Yang y cols
(2003) y mas recientemente Henneberger et al., (2010) en donde, la LTP
inducida por HFS en cultivos de neuronas, co-cultivos de astrocitos con
neuronas, asi como en rebanadas de hipocampo de la rata dependen de la
presencia de D-ser.

El mecanismo mediante el cual se interrelacionan la Nic y la D-ser no es
claro aun. Dos posibilidades existen en este sentido: 1) Que la Nic promueva
directamente la liberacion de la D-ser, ya que la activacion de sus receptores
en los astrocitos promueva un incremento de Ca*? necesario para la exocitosis
de la D-ser (Shell et al., 1995; Sharma & Vijayaraghaban al., 2007) y 2) Que el
incremento en la liberacion de glutamato por efecto de la activacién de los
NAChR, actué sobre los astrocitos para promover la liberacion de D-ser.
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IX. CONCLUSIONES

1.- La LTP inducida por nicotina en el hipocampo de la rata, requiere del sitio

para glutamato de los NMDAR.

2.- El sitio a D-serina en los NMDAR, es esencial para la induccion de la LTP

por nicotina en el hipocampo de la rata.

3.- La D-serina puede modular la LTP inducida por nicotina, incrementando la

amplitud y la duracién de la LTP.
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X. Anexos

Anexo 1
La D-serina como un Gliotransmisor: Sintesis y liberacion
Sintesis de la D-serina

La D-serina (D-ser) es un aminoacido que se sintetiza a partir de L-serina con
ayuda de la enzima serina racemasa para catalizar la reaccién (Wolosker et
al., 1999). La degradacién de la D-ser en mamiferos se da a través de la D-
amino acido-oxidasa (DAAQ), por lo que la distribucién de D-ser en el cerebro
de la rata depende directamente de los niveles de expresion de la DAAO y de
la serina racemasa (Wolosker et al., 1999).

Aungue se ha reportado la capacidad de expresar la enzima racemasa
en neuronas corticales (Kartvelishvily et al., 2006), la D-ser es sintetizada y
liberada principalmente por los astrocitos (Wolosker et al., 1999). En este
sentido, Yang y cols. (2003) mostraron que la liberacién de D-ser en cultivos de
astrocitos era igual que la liberada en cultivos mixtos de neuronas y astrocitos.
Ademas, dicha liberacion no dependia del bloqueo de canales Na“ lo que
sugirié6 que no era necesaria la activacién de las neuronas para producir un

incremento en la liberacion de D-ser.

Liberacion de D-serina astrocitica

Uno de los mecanismos mejor descrito para la liberacion de
transmisores en las neuronas es mediado a través de vesiculas. Una hecho
que llamo la atencién fue la presencia de pequefias vesiculas en los astrocitos
del hipocampo que contactan con las neuronas (Bezzi et al., 2004; Jourdain et
al.,, 2007). Estas vesiculas expresan clasicamente diversas proteinas (en
particular las de la familia SNARE) para cumplir la funciéon de reconocimiento,
anclaje y fusion de las vesiculas con la membrana plasmatica. En este sentido,
se han reportado la expresion de diversas proteinas en las vesiculas que
contienen D-ser en los astrocitos como la VAMP3 (analoga a la VAMP2 en
neuronas) y sintaxina (Parpura et al., 1995; Cahoy et al., 2008M, Mainschein et
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al., 1999). Asi mismo se report6 la presencia de la proteina SNAP23 (analoga a
la SNAP25 de las neuronas) la cual es esencial para la liberacion de
gliotransmisores (Mainschein et al., 1999; Hepp et al., 1999).

Una vez formado el complejo SNARE es necesario de un sensor de Ca"™*
para regular la exocitésis. En el caso de los astrocitos se ha sugerido la
participacion de la sinaptotagmina 1, aunque nuevos datos reportan la
presencia del tipo 4, 5 y 11 (Mainschein et al., 1999, Martineau et al., 2008). El
sensor de Ca* es indispensable ya que al bloquear los incrementos de Ca®
con quelantes, entre otros, se bloquea la liberacion de D-ser (Figura 13)
(Jourdain et al., 2007; Fiacco et al., 2007; Fonnum et al., 1997).

Sinaptotagmina 1

Sintaxina SNAP23

RAPG

C a}o

Figura 13.- Proteinas propuestas en la participacion en la exocitosis de las
neuronas y los astrocitos. a) Modelo de liberacion vesicular sinaptica neuronal
anclada al complejo SNARE conformado por las proteinas VAMP2, smtaxma
SNAP25 y Sinaptotagmina, esta uttlma actua como sensor del incremento de Ca™
proveniente de los canales de Ca'? dependientes de voltaje (CCDV). b) Modelo de la
liberacion vesicular del astrocito, en las cuales particpan proteinas analogas a las
neuronales como la VAMP2, SNAP23 y sinaptotagmina 4,7 o 11. La activaciéon de
receptores acoplados a proteinas G (RAPG) promueve la produccion de IP3, el cual se
une al reticulo endoplasmico (RE) liberando asi el Ca*? indispensable para la liberacion
de la vesicula (modificado de Hamilton & Attwell 2010)
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D-ser como un ligando endégeno

La D-ser ha sido estudiada en el cerebro de mamiferos incluyendo el
humano. Desde los experimentos de Hashimoto et al., se reportd la presencia
de la D-ser en diferentes (corteza cerebral, diencéfalo, mesencéfalo, el
cerebelo entre otras) regiones del cerebro de la rata (Hashimoto et al., 1993).
La D-ser es un agonista selectivo al sitio de unién a glicina en los NMDAR
(Wolosker et al., 1999). Al igual que la glicina, la D-ser actua sobre las
subunidades NR1 y NR2 incrementando la accién de glutamato en estos
receptores (Yang et al., 2003). A diferencia de la glicina, la expresién de la D-
ser co-localiza con los NMDAR (Hashimoto et al., 1993). El papel crucial de la
D-ser en la funcién de los NMDAR ha sido ampliamente estudiado en cultivos y
en rebanadas de hipocampo (Yang et al., 2003; Hennenberger et al., 2010,

Panatier et al., 2006). En particular, la eliminacién de la D-ser endégena con
DAAO, promueve una marcada inhibicion de la LTP, lo cual en contraste con la
inhibicion de glicina no provoca cambio alguno en la LTP (Yang et al., 2003).
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Anexo 2

Pulsos pareados: Facilitacion por pulsos pareados

La estimulacién eléctrica de las neuronas presinapticas desencadena la
apertura de canales de K' y Na* induciendo un potencial de accién que recorre
la terminal axénica (Kandel 2002). La despolarizacién de la membrana provoca
ademas la apertura de canales de Ca™ dependientes de voltaje, y un
incremento en la concentracion de Ca* intracelular que produce la liberacion de
neurotransmisores (Kandel 2002). La aplicaciéon de dos estimulos eléctricos (E1
y E2 respectivamente) sobre la presinapsis (protocolo de pulsos pareados, PP),
produce 2 respuestas postsinapticas (P1 y P2 respectivamente) cuyo analisis
permite discriminar experimentalmente los mecanismos pre y postsinapticos
(Fisher et al., 1997). Este protocolo produce un cambio en la eficiencia
sinaptica que depende, entre otras cosas, de la intensidad de estimulacion y
del intervalo de tiempo entre cada pulso. Asi, al aplicarse E2 con un tiempo de
entre 50-100 ms de E1, las concentraciones de Ca' se encuentran aln
incrementadas por el E1, a lo que se le llama Ca* residual (Katz & Miledi 1968;
Rosenthal 1969; Weinreich 1971). Este Ca*'? residual junto con la
despolarizacién provocada por el E2 aumenta la probabilidad de liberaciéon del
neurotransmisor con respecto a E1 (Fisher et al.,, 1997), lo que implica un
incremento de la amplitud de la respuesta del P2. La variacion del tiempo entre
E1 y E2 determinara el grado de PPF. De esta manera, existe una relacion
inversa entre a el intervalo y la proporcioén de P2/P1 (Figura 14). El cambio en
la proporcion P2/P1 generada por la PPF puede indicar un efecto pre o
postsinaptico (Zucker & Regehr, 2002). El efecto presinaptico en la PPF
provoca un cambio en la proporcién entre P2 y P1, indicando un cambio en la
liberacion de neurotransmisor (Zucker & Regehr, 2002). El efecto postsinaptico
se ve reflejado en el mantenimiento de la proporcién P2/P1, lo que puede ser
explicado por un mayor reclutamiento de receptores por parte de la neurona
postsinaptica, sin que esto provoque un cambio en la probabilidad liberacién de
neurotransmisor de la presinapsis (Zucker & Regehr, 2002).
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Figura 14.- Variacién en la proporciéon P2/P1 en relacién al intervalo de tiempo
entre el pulso 1 y el pulso 2. La proporcion esta determinada por la amplitud del
pulso 2 entre la amplitud del pulso 1, siendo la variacion del tiempo (At) entre la
generaci6n de los pulsos, lo que determina la facilitacion por pulsos pareados (PPF). A
menor tiempo entre pulsos mayor facilitacion, a mayor tiempo entre pulsos menor
facilitacion (modificado de Zucker & Regehr, 2002).
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