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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es uno de los trastornos cerebrales mas
comunes que se caracteriza histopatoldgicamente por la presencia de estructuras
macroscépicas extracelulares a nivel cerebral llamadas placas seniles, que consisten
principalmente de agregados del péptido B-amiloide (AB), el cual oligomeriza, formando
diferentes estructuras: oligdmeros, protofibras y fibrillas, siendo las primeras las

especies mas toxicas reportadas en la literatura.

Adicionalmente, se ha descrito la presencia intracelular del péptido en numerosos
compartimentos intraneuronales (mitocondria, reticulo endoplasmico (RE), endosomas
y lisosomas). Por otra parte, se ha observado que modelos de ratones transgénicos
desarrollan una acumulacion intraneuronal de AB a los 3-4 meses de edad, un evento

temprano en relacién a la aparicién de AR extracelular, y que es cuando los déficits

cognitivos son detectados por primera vez. Sin embargo, los efectos intracelulares de
AB han sido minimamente estudiados, por lo surge la pregunta ¢podrian oligdmeros de
AB intracelular (iABo) tener un efecto en la neurotransmision? Utilizando la técnica de
patch clamp para aplicar iABo y al mismo tiempo registrar la excitabilidad neuronal y la
actividad sinaptica, encontramos que aumentaba la frecuencia (efecto pre-sinaptico)
y la amplitud (efecto post-sinaptico) de las corrientes sindpticas, asi como también
la generacion de potenciales de accion. Este efecto fue especifico para especies
oligoméricas. La alteracion de los niveles globales de Ca?* intracelular no tuvo un efecto
sobre la accion post-sinaptica de iABo, pero el efecto pre-sinaptico si se vio disminuido
al aumentar el Ca?* citosdlico, lo que sugiere una regulacién compleja de los efectos de

iABo en la frecuencia de las corrientes sinapticas.

iABo afecto tanto la transmisidn excitatoria mediada por el receptor post-sinaptico
de AMPA, como la inhibitoria mediada por GABAa, pero el efecto fue mas potente en la
primera, afectando de manera importante la amplitud de la corriente AMPAérgica,
sugiriendo un mecanismo a nivel post-sinaptico. Por otro lado, iABo también afectd
la frecuencia de ambos tipos de neurotransmisién, excitatoria e inhibitoria, sugiriendo

un mecanismo pre-sinaptico que afectaba a ambas. La co-aplicacién de un inhibidor
11



de PKC (Queleritrina) disminuyd tanto la frecuencia como la amplitud de las mPSCs a
niveles control, indicando que los mecanismos pre- y post-sinaptico involucraban

la participacion de esta quinasa.

El aumento en la frecuencia de las corrientes sinapticas se observd al mismo
tiempo que produjo un incremento significativo en la generacidon de 6xido nitrico (NO)
tanto en la neurona que contenia iABo como en las neuronas aledafias a ésta. La pre-
incubacién con el inhibidor de NO sintasa L-NAME disminuy0 significativamente el efecto
de iABo sobre la frecuencia de las corrientes sinapticas, asi como también en la
generaciéon de NO, sugiriendo que el mecanismo pre-sinaptico de iABo estaba

mediado por NO.

En conjunto, estos datos sugieren iABo aumentod la excitabilidad neuronal sin
alterar las propiedades del potencial de accion o las propiedades intrinsecas de la
membrana celular, sino que mas bien a través de una alteracién en las propiedades de
la transmision sinaptica de la neurona mediante un mecanismo pre-sinaptico
dependiente de NO y un mecanismo post-sinaptico mediado por el receptor de AMPA,

involucrando en ambos la participaciéon de PKC.

12



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common brain disorders that is
characterized histopathologically by the presence of extracellular macroscopic structures
at the brain level called senile plaques, which consist mainly of aggregates of the [-
amyloid peptide (AB), which oligomerizes , forming different structures: oligomers,

protofibres and fibrils, the first being the most toxic species reported in the literature.

Additionally, the intracellular presence of the peptide in numerous intraneuronal
compartments (mitochondria, endoplasmic reticulum (ER), endosomes and lysosomes)
has been described. On the other hand, it has been observed that models of transgenic
mice develop an intraneuronal accumulation of AB at 3-4 months of age, an early event
in relation to the appearance of extracellular AB, and that is when cognitive deficits are
first detected for the first time. However, the intracellular effects of AR have been
minimally studied, so the question arises: could intracellular AR oligomers (iABo) have
an effect on neurotransmission? Using the patch clamp technique to apply iAo and at
the same time register neuronal excitability and synaptic activity, we found that the
frequency (pre-synaptic effect) and the amplitude (post-synaptic effect) of synaptic
currents were increased, as well as the generation of action potentials. This effect was
specific for oligomeric species. The alteration of global intracellular Ca2 + levels did not
have an effect on the post-synaptic action of iABo, but the pre-synaptic effect was
diminished by increasing cytosolic Ca2 +, which suggests a complex regulation of the

effects of iABo on the frequency of synaptic currents.

iABo affected both the excitatory transmission mediated by the post-synaptic AMPA
receptor, and the inhibitory mediated by GABAa, but the effect was greater in the first,
significantly affecting the amplitude of the AMPAergic current, suggesting a mechanism
at the post-synaptic level. On the other hand, iABo also affected the frequency of both
types of neurotransmission, excitatory and inhibitory, suggesting a pre-synaptic
mechanism that affected both. The co-application of a PKC inhibitor (Chelerythrine)
decreased both the frequency and amplitude of mPSCs at control levels, indicating that

pre- and post-synaptic mechanisms involved the participation of this kinase.
13



The increase in the frequency of synaptic currents was observed at the same time
that it produced a significant increase in the generation of nitric oxide (NO) both in the
neuron containing iABo and in the surrounding neurons. Pre-incubation with the NO
synthase inhibitor L-NAME significantly decreased the effect of iABo on the frequency of
synaptic currents, as well as the generation of NO, suggesting that the pre-synaptic

mechanism of iABo was mediated by NO.

Together, these data suggest that iABo increased neuronal excitability without
altering the properties of the action potential or the intrinsic properties of the cell
membrane, but rather through an alteration in the properties of the synaptic
transmission of the neuron through a NO-dependent pre-synaptic mechanism and a
post-synaptic mechanism mediated by AMPA receptor, involving both the participation

of PKC.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es uno de los desérdenes cerebrales mas
comunes, caracterizado por alteraciones celulares y moleculares que inducen una
disfuncién cerebral que se agrava a medida que la enfermedad progresa [1]. La EA es
una patologia neurodegenerativa progresiva e irreversible que se da mas cominmente
en la poblacién de edad avanzada y que conduce a un déficit cognitivo debilitante, capaz
de interferir con la capacidad de realizar actividades de la vida diaria [1], [2]. Producto
de la manifestaciéon mas tardia de la EA, los pacientes experimentan sintomas como
pérdida progresiva de la memoria [3], alteraciones cognitivas y trastornos conductuales
[4]. Actualmente, los mecanismos moleculares y celulares que conducen a la EA son en
gran parte desconocidos, impidiendo el desarrollo de terapias modificadoras del proceso
neurodegenerativo y/o para el tratamiento sintomatico. Interesantemente, uno de los
marcadores histopatoldgicos mas significativos en la EA es la presencia de placas seniles,
compuestas por péptido B-amiloide (AB), el cual se cree que es uno de los principales
agentes patoldgicos de la enfermedad [5]. Aunque un aumento de AP en el cerebro
puede explicar parte de la neurodegeneracién detectada en el cerebro con EA, otros
mediadores téxicos, como la hiperfosforilacion de tau [6], [7], estrés oxidativo [8] y
estrés del reticulo endopldsmico [9], disfuncion mitocondrial [10] y excitotoxicidad
inducida por glutamato [11] también podrian estar contribuyendo a la progresion de la

enfermedad.

1.2. Toxicidad de AB a nivel celular y sinaptico

AB es un péptido de 39-42 residuos aminoacidicos que se encuentra nativamente
en una conformacion random coil, por lo que carece de una estructura ordenada; se
origina directamente del procesamiento proteolitico de la proteina precursora amiloide
(APP), una glicoproteina transmembrana tipo I, la cual posee sitios de corte para tres

enzimas, a-, B- y y-secretasas, siendo las dos ultimas las responsables de la generacion

15



de AB [12]. Las dos formas principales de AB, de 40 (ApP40) y 42 (AB42) residuos de
largo son las mas abundantes en el cerebro humano [13], y aunque AB40 se produce en
niveles mas altos, AB42 es mas hidréfobico y propenso a formar agregados téxicos [14],
[15]. Se cree que cuando la formacién de AB transcurre en el tiempo y bajo condiciones
que no estan del todo claras, conduce a procesos de agregacion [16] que forman una
poblacion heterdloga de especies, como: dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros,
oligébmeros solubles, protofibras y fibras de mayor tamafio [17]. En relacion a esto, por
varios afios se aceptd que las fibras de AB depositadas en las placas seniles que se
observan post mortem en cerebros de pacientes con EA, eran las responsables de la
enfermedad [18]. Se sabe que los mondmeros y los agregados fibrilares, si bien se
encuentran en la enfermedad, no aportarian significativamente a la patogénesis de la
EA [19], [20]. Es mas, la evidencia sugiere que estos depdsitos extracelulares anormales
no serian la causa de los eventos observados en la EA, dado que no existe una correlacion
alta entre la carga de placa amiloide en el cerebros de pacientes con esta enfermedad y
la severidad de esta demencia senil [1], [21]. Si bien las fibras de AR son capaces de
generar una toxicidad en el cerebro, son realmente los oligdmeros solubles las especies
que demuestran una toxicidad importante [22] y se las ha visto implicadas en una serie
de hitos celulares denominados “Cascada Amiloide” (Fig. 1), que postula a estas
especies como la causa de la EA, y en entre los que destacan la alteraciéon de

componentes proteicos, inhibicién de la plasticidad sinaptica, muerte celular y

la_disfuncion cerebral [23]-[26]. Ademas, el grado de demencia en pacientes pre-

mortem se correlaciona de mejor manera con los niveles de oligomeros solubles de

AB (ABo) en cerebros post-mortem, especialmente en las regiones del hipocampo y
corteza, las cuales estan asociadas con los procesos de funcién cognitiva, aprendizaje y

memoria [27]-[29].

Durante los Ultimos afios se ha visto que estas especies son responsables de la
toxicidad celular y sinaptica que se observa tanto en modelos in vitro como in vivo [30]-
[35], asi como también en pacientes que padecen EA. La toxicidad celular se evidencia
por una disminucién considerable del nimero de neuronas en areas como la corteza o

el hipocampo [36], [37], mientras que la toxicidad sinaptica implica una alteracion de
16



Oligomerizacion de ABR42

Inicio de los efectos de oligdmeros
de AB42 en la funcion sinaptica

Respuesta inflamatoria (activacion de
astrocitos y microglia) y formacion de
placas amiloides

Alteracion de homeostasis ionica 'y
estrés oxidativo

Hiper-fosforilacion de Tau

Disfuncion neuronal generalizada y
muerte celular asociada con déficits

en la neurotransmision

\/
Demencia, presencia de placas
amiloides y ovillos neurofibrilares

Figura 1. Cascada amiloide. Hipdtesis que se basa en la evidencia recaudad en los Ultimos 25
afios en diferentes modelos in vitro e in vivo y que postula que la acumulacién y oligomerizacién
de AB es la causa de la EA. En ella se explica que diferentes formas de AB, desde agregados
insolubles hasta dimeros/oligdmeros solubles, serian los responsables de generar una secuencia
de eventos citotdxicos entre los cuales se incluye la activacion de la respuesta inflamatoria, dafio
sinaptico y estrés oxidativo, ente otros. Estos alterarian la funcidn neuronal y repercutirian
directamente en la viabilidad celular, provocando disminucion de la masa encefalica, la aparicién
de placas amiloides, ovillos neurofibrilares y la generacion de demencia.

S
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los componentes pre- y post-sinapticos que participan en ella [38]. En los ultimos 20
afos, un gran cuerpo de evidencia sefiala que ABo afecta de manera sustancial a la
transmisién glutamatérgica [39]-[42]. Dentro de los componentes de la sinapsis
glutamatérgica que se encuentran alterados encontramos a los receptores ionotrdpicos
de AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico) [43], [44], [45], los
cuales han juegan un rol preponderante en la modulacién de la sinapsis y la consolidacion
de la memoria [46]-[49]. Resulta interesante mencionar que ABo se uniria preferente a
estos receptores, y que para poder llevar a cabo sus efectos neurotéxicos la remocién

de estos receptores desde la sinapsis es critica [24], [43].

De esta manera, estas propiedades sinaptotdxicas Unicas de las especies
oligoméricas, junto con la acumulacién progresiva en el cerebro de pacientes con EA,
establecen al péptido AB como una molécula clave en la sinaptotoxicidad observada en
el cerebro de una persona que padece EA [50]-[52]. En la actualidad, con el objetivo de
aliviar y detener los sintomas de la EA, la mayoria de estudios se han enfocado en tratar
de restaurar tardiamente la transmision sinaptica ya alterada y las vias de sefializacién
intracelular afectadas [1], [53], sin comprender en su totalidad cdmo es qué AB afecta
estos blancos celulares. Sin embargo, este enfoque para identificar compuestos para la
EA no ha sido productivo, ya que una vez que los sintomas son evidentes en la etapa
clinica, ya existe un grado significativo de dafio cerebral, haciendo ineficaz la reversién
del dafio sinaptico [1], [54]. Por lo tanto, el presente estudio se centré en la identificacion
de las primeras etapas de la toxicidad inducida por AB intracelular, un efecto que
encontramos en nuestro laboratorio y que se caracterizé por su rapidez y potencia,

afectando la transmision sinaptica a diferentes niveles.

1.3. Origen y presencia de AB en compartimientos intracelulares

El dogma actual de la cascada amiloide apoya la conclusion de que las
interacciones de AR extracelular con componentes extracelulares inician su
neurotoxicidad. Sin embargo, el medio extracelular no es la Unica fuente de AB, puesto

que no solo se ha descrito la presencia de APP en la membrana extracelular, sino que
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también en la mitocondria, la red trans-Golgi, el reticulo endoplasmico (RE), endosomas
y lisosomas [55], [56]. Las enzimas B- y Yy-secretasas también han sido reportadas en
estos compartimentos sub-celulares. Al respecto, Koo y colaboradores hipotetizan que
los endosomas son una fuente intracelular de AB debido a su pH acido y a la co-expresién
de las secretasas B y y[55], [56]. En ese sentido, un estudio previo ha mostrado que la
internalizacion de APP desde la membrana plasmatica hacia los endosomas puede ocurrir
via endocitosis, y que el bloqueo de este proceso conlleva una reduccion de los niveles
intracelulares de AB [57]. Similarmente, la co-expresion de B- y y-secretasas también
ocurre en el aparato de Golgi, sugiriendo que las vias de secrecion también son sitios

potenciales para la generacion de A intracelular [56].

Por otra parte, los compartimentos intracelulares no son la Unica fuente de AB
intracelular descritos hasta hoy, puesto que hay estudios que indican que AR extracelular
es recaptado por astrocitos [58] y células gliales [59], y aunque la neurona no es
considerada una célula fagocitaria per se, existe evidencia que sugiere que puede ocurrir
recaptacién del poo/ de AB extracelular, ya sea por medio de difusion pasiva [60] o por
endocitosis [61], [62], contribuyendo asi a la acumulacién intracelular de este. Otros
estudios con diferentes modelos de EA han demostrado también la importancia de las
neuritas distales y compartimentos sinapticos en la oligomerizacion y acumulacion
intraneuronal de AP [63], [64]. A esto se suma otro reporte reciente en cerebros
humanos de pacientes con EA, el cual mostré que las placas amiloide también pueden
formarse directamente de los cuerpos celulares, sugiriendo que los depodsitos
extracelulares no son exclusivamente el origen de las placas seniles [65], indicando de
esta manera la importancia que tiene este evento en la progresion de la enfermedad,
pues se trataria de un fendOmeno que ocurre en etapas tempranas de la
patologia. Alun mas, estudios utilizando cerebros de pacientes con EA, han evidenciado
claramente que los oligomeros de AB se acumulan intracelularmente antes de la
deposicion de placas extracelulares, especialmente en regiones vulnerables durante
la EA, como el hipocampo [66]. La importancia de estos hallazgos radica en que el AR

extracelular puede proceder del pool intraneuronal y que posiblemente existe un
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equilibrio dindmico entre los dos, de tal manera que cuando se remueve AB extracelular,

el pool intracelular es desplazado desde la célula.

1.4. Importancia de la acumulacion intracelular de AB

La presencia de agregados de AP intraneuronal se ha correlacionado con la
muerte celular neuronal en diferentes modelos de ratones transgénicos para la EA [61],
[62], asi como con la disfuncién sinaptica, lo cual podria ser clave en el déficit cognitivo
observado en la EA. En ese sentido el ratdn triple transgénico (3xTg), con 3 mutaciones:
Swedish APP (K670N/M671L), PSEN1 (M146V) y tau (P301L) (una proteina asociada a
microtubulos implicada en EA) también desarrolla acumulacién intraneuronal de AB a los

4 meses de edad, que es cuando los déficits cognitivos son detectados por

primera vez y es una etapa en la que no se observaba presencia de AB

extracelular [67]. Interesantemente, la remocion del AB intracelular con inmunoterapia
restaura la cognicidon en este modelo [67] y, a medida que la patologia reemerge, se
observa la reaparicion de AB intraneuronal primero, seguida por la formacién de placas
amiloides extracelulares [68]. Cabe destacar que el modelo 3xTg es el mas utilizado
actualmente en la investigacion biomédica de la EA y ha contribuido de una manera
importante al conocimiento y entendimiento de esta patologia [69], [70].
Adicionalmente, existen otros 5 modelos murinos de EA [71] en los cuales se ha
observado la presencia de AP intracelular previa a la acumulacién extracelular. Basado
en estos resultados, una pregunta de investigacion interesante es, si la produccion de
AB intracelular ocurre en las etapas iniciales de la patologia, ¢Es posible que AB

intracelular esté afectando la funcion sinaptica?

Recientemente, y durante los inicios de este trabajo de tesis, se describié por
otro grupo que AP intracelular disminuia la liberacion de neurotransmisores a nivel pre-
sinaptico, asi como también la funcion de receptores excitatorios a nivel post-
sinaptico en neuronas hipocampales autapticas (cultivo de una neurona en una micro-
isla de células gliales y que forma conexiones sinapticas consigo misma) [30]. Sin

embargo, los autores de este trabajo no describieron el(los) mecanismo(s) por el(los)
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cual(es) AB podria llevar a cabo estos efectos en estos modelos neuronales in vitro e in
vivo. En ese sentido, otro estudio si mostré que AR aplicado intracelularmente en
ovocitos de Xenopus laevis promueve la liberacion de Ca2?* a través de la apertura
de los receptores de IP3 en el reticulo endoplasmico (ER) que resulta de la
produccion de inositol trifosfato (IP3) a través de la activacion de fosfolipasa C (PLC)
[53]. Sin embargo, y dado de que se trataba de un modelo no neuronal, resulta dificil
extrapolar las consecuencias que podria tener este aumento de Ca?* intracelular en la
fisiologia neuronal. Resultados preliminares de nuestro laboratorio, utilizando la
técnica de whole cell para aplicar AB al interior de la neurona, apoyaban la idea
que AB al ser aplicado intracelularmente aumentaba la neurotransmision

sinaptica. Adicionalmente, observamos que parte de la actividad aumentada podria

estar mediada por potenciales de accién, un evento fisiolégico relacionado a la

excitabilidad de la membrana neuronal [73]. Al respecto, existe evidencia reciente que
sefiala que cambios en la excitabilidad neuronal también podrian jugar un rol clave en
los efectos tempranos de AB, predisponiendo al desarrollo de la falla sinaptica postulada
en las primeras etapas de la EA. Por ejemplo, estudios in vitro e in vivo dan cuenta del
aumento en la excitabilidad de neuronas hipocampales en modelos de EA, desatando
actividad epileptiforme [74] y actividad neuronal hipersincrénica en modelos celulares
[75], [76], asi como también actividad neuronal de tipo convulsiva en modelos murinos
[77], [78]. Adicionalmente, se ha descrito una correlacién entre epilepsia y EA, lo cual
se manifiesta con un mayor riesgo de sufrir convulsiones en pacientes con EA [79], [80].
Estos estudios sugieren una potencial relacion entre la EA y la hiperactividad neuronal,
justificando la presente investigacion y permitiendo el potencial descubrimiento de
nuevos mecanismos tempranos que podrian estar ocurriendo en el inicio de la EA. Por
este motivo, otra pregunta relevante para nuestra investigacion fue: écontribuye

AB intracelular a la excitabilidad de la membrana neuronal?
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Retrograde Signaling?
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Figura 2. Esquema que resume los efectos de iAB reportados en la literatura. Esquema
que describe los efectos intracelulares AB (tridngulos en amarillo) y plantea algunas preguntas
que no han sido respondidas y que fueron abordadas en esta tesis (tridngulos en rojo). Por
ejemplo, se sabe que la aplicacion de iABo afecta la liberacién de neurotransmisores desde la pre-
sinapsis (1) y que aumenta la liberacién de Ca?* desde el reticulo endoplasmico (ER) (2).
Adicionalmente tiene efectos en la transmision excitatoria a nivel post-sinaptico (3), afectando la
funcién de los receptores de AMPA (rosado) y NMDA (rojo) sin embargo, no se ha descrito las vias
intracelulares que podrian estar implicadas en este fendmeno éQué mecanismos podrian estar
mediando estos efectos? (4) Ademas, si el péptido estéd presente en la post-sinapsis y genera un
efecto en receptores sinapticos excitatorios, épodria también afectar la funcién de los receptores
inhibitorios GABAérgicos? (en verde) (5). Por otro lado, tampoco se ha descrito cdmo es que se
afecta la liberacién de neurotransmisores a nivel pre-sinaptico éPero qué mecanismo media este
efecto? ¢Se trata de un mensaje retrégrado trans-sinaptico? (6). Por ultimo, estudios in vitro e in
vivo dan cuenta del aumento en la excitabilidad en neuronas hipocampales en modelos de EA y se
ha descrito que AB podria estar participando en este fendmeno, pero étiene AR intracelular un
efecto directo en la generacion de potenciales de accion (AP)? ¢Podria afectar la excitabilidad
neuronal? (7).
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En resumen, y considerando todos los antecedentes disponibles:

1. El dogma actual de la cascada amiloide apoya la conclusion de que las
interacciones de AP con componentes extracelulares inician su neurotoxicidad [51],
[81]-[83]; sin embargo, y a pesar de la existencia de evidencia que soporta la presencia
de un pool de AB que se encuentra y que se origina intracelularmente [55]-[57], no se
ha estudiado en detalle el efecto que AP intracelular pudiese tener en las
funciones neuronales. Por este motivo nos preguntamos si ¢Es posible que AB
intracelular esté afectando la funcion sinaptica? éQué mecanismo utilizaria
para producir tales efectos?

2. Adicionalmente, la presencia de AP intracelular precede a AB en el medio
extracelular y a la formacion de placas extracelulares, lo cual sugiere que la
acumulacion intracelular es un evento temprano en la progresion de la EA [65],
[67], [68].

3. Evidencia reciente seflala que cambios en la excitabilidad neuronal
también podrian jugar un rol clave en los efectos tempranos de AB [74]-[78]. Por
ende, nos preguntamos si ¢AB intracelular contribuye a la excitabilidad de la

membrana neuronal?

4, Resultados preliminares de nuestro laboratorio apoyaban la idea que AB
es capaz de aumentar la neurotransmision sindptica. Adicionalmente observamos que

parte de la actividad podria corresponder a potenciales de accién.

En el marco de la originalidad de este proyecto se pretendia definir los
efectos de AB vy dilucidar los mecanismos por los cuales AB intracelular aumentaria la
frecuencia y amplitud de los eventos sinapticos. Basados en el entendimiento de las
bases que gobiernan las propiedades de la transmision sinaptica en los modelos
utilizados propusimos como hipoétesis que: AB aplicado intracelularmente aumenta
la neurotransmision en neuronas hipocampales actuando en dos sitios [73],

[84]-[88]: Aumentando la transmision excitatoria a nivel post-sinaptico y

favoreciendo la liberacion de vesiculas sinapticas a nivel pre-sinaptico.
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Facilitando de esta manera un fendmeno de hiperexcitabilidad de la membrana neuronal

y la generacién de potenciales de accion.

Fue precisamente lo anterior lo que ha sido evaluado en esta tesis. El objetivo
general de este trabajo pretendié caracterizar los efectos de AB intracelular sobre
la transmisién sinaptica y la excitabilidad neuronal. Con lo cual, los objetivos

especificos fueron:

a) Objetivo Especifico 1: Estudiar los efectos de diferentes
concentraciones de agregados oligoméricos y fibras de AB intracelular sobre la
transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal, determinando su
especificidad sobre los dos tipos de neurotransmision (excitatoria e
inhibitoria).

b) Objetivo especifico 2. Caracterizar el mecanismo por el cual AB
intracelular aumenta la transmisién excitatoria AMPAérgica.

c) Objetivo especifico 3. Caracterizar la naturaleza del mecanismo de
senalizacion retrégrada de una concentracion baja de AB en la neurona post-

sinaptica.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cultivo neuronal

Ratas Sprague Dawley se trataron y manipularon de acuerdo a las
recomendaciones establecidas por el NIH (Instituto de Salud de EEUU) para el cuidado
y uso de animales para experimentacion (NIH guidelines, EEUU) y aquellos establecidos
por el Comité de Etica de la Universidad de Concepcién. Ratas prefiadas de 18 dias se
anestesiaron con éter y se sacrificaron por dislocacion cervical. Los embriones de 18 dias
se extrajeron, se decapitaron y los cerebros se removieron rapidamente en solucién de
diseccidon fria; el cerebro se separd exponiendo el hipocampo, el cual se cortd. Las
neuronas se disociaron mecanica y enzimaticamente (Tripsina 0,25%, durante 20 min.,
Sigma, EEUU) y las células obtenidas se sembraron a una densidad de 200,000
células/mL en cubreobjetos de vidrio de 18 mm previamente cubiertos con poli-L-lisina
(0.25% PV, Sigma, EEUU) sobre una placa de cultivo. Los cultivos se mantuvieron a 37
OC con 5% CO2 y el medio se cambié cada 3 dias. El medio de cultivo contenia 90%
MEM (Gibco, EEUU), 5% de suero de caballo (Hyclone, USA), 5% de suero bovino fetal
(Hyclone, EEUU) y suplemento neuronal N3 (0,5 %). Las neuronas se dejaron crecer por

un minimo de 10 dias antes de ser utilizadas.

Se utilizé esta metodologia para los objetivos especificos 1, 2 y 3.

2.2. Preparacion del péptido beta amiloide

AB40 y AB42 humano se compré de la empresa GeneMedSyn (EEUU). AB se
disolvié en HFIP (10 mg/mL) y se almacend en alicuotas a -20 °C. Para la preparacion
de agregados de AB (80 uM), se agregaron 137,5 pL de agua desionizada (Gibco, EEUU)
a alicuotas de 5 pL del stock de péptido, y se agité continuamente con una barra
magnética (200 RPM a 37 ©°C) durante 24-48 horas y se almacen6 a 4 °C hasta su
utilizacion. Para la preparacion de las fibras amiloides, esta solucién se incubd a 37°C
por 7 dias. Para caracterizar la presencia de oligémeros y fibras de AR (ABo) en las
preparaciones utilizadas en todos los experimentos, se utilizé microscopia electronica de
transmisién (MET) acoplada a inmunogold (anticuerpos asociados a particulas de oro)

que mostrd la presencia de estructuras esféricas o en forma de disco de AB que varian
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en tamafos de 5 a 25 nm aproximadamente, lo que demuestra la presencia de diferentes
tamanos de oligdmeros amiloides en las preparaciones utilizadas (detalles en seccion

2.4 de materiales y métodos).

Se utilizé esta metodologia para los objetivos especificos 1, 2 y 3.

2.3.Electrofisiologia

2.3.1. Configuracion de célula completa (whole cell)

Los registros en este modo se realizaron mediante la utilizacion de un electrodo
de registro (o electrodo indicador Emd) compuesto de un capilar de borosilicato con un
filamento de Ag/AgCl y una solucién fisioldgica (denominada solucién interna) en su
interior y un electrodo de referencia presente en la solucidon extracelular de registro
(electrodo de referencia Eref) (Fig. 3A). La aproximacion de Emd a la superficie de la
membrana celular se monitored de acuerdo a la resistencia del mismo, la cual se obtuvo
mediante la medicion de la corriente transitoria generada por la aplicacion de un pulso
de 5 mV por 20 ms (Fig. 3A). Esto nos permitié monitorear la cercania del electrodo a
la membrana y mediante la aplicacién de una presion negativa la membrana celular se
introdujo dentro del capilar de borosilicato sin romperse, alcanzando la configuracion
que recibe el nombre de “Cell attached” (Fig. 3B). Esta se caracteriza porque existe un
sello de alta resistencia entre el electrodo de registro y la membrana de la célula
(denominado Giga-sello o “Giga-seal”). Aqui se realizé el ajuste para compensar la
capacitancia del capilar de borosilicato. Posteriormente y mediante la aplicacion de una
segunda presidn positiva se produce el rompimiento de la membrana celular, alcanzando
el modo de Whole cell o célula completa (Fig. 3C), la cual se caracteriza por la aparicion
de una corriente transitoria que recibe el hombre de “Corriente Capacitativa” (Fig. 3C)
y que es producto de la respuesta de la membrana a la aplicacion del pulso de 5 mV. De
esta manera el contenido presente en el electrodo de registro dializa la célula registrada
y se pueden medir los cambios en el voltaje con respecto a un electrodo de referencia
presente en la solucion extracelular de registro (detalles de su composicién mas abajo)
(Fig. 3). Posteriormente se realizaron los ajustes para compensar la capacitancia de la
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Figura 3. Esquema metodolégico para el registro en modo célula completa. A, Se observa
el electrodo de registro o electrodo indicador, su composiciéon y su ubicacién sobre la célula a
registrar. B, Aplicacion de una presidn negativa sobre la membrana celular para alcanzar la
configuracién de cell attached, caracterizada por la aparicion de una corriente transitoria o peak
capacitativo (que es producto de la capacitancia del capilar de borosilicato y se compensa para
evitar errores en las mediciones). Al ser un sello de alta resistencia con valores del orden de Giga-
Ohms (GQ) se denomina Giga-seal. C, Aplicacion de una segunda presidon negativa para producir
el rompimiento de la membrana celular y alcanzar la configuracion de whole cell. En esta etapa el
contenido del electrodo de borosilicato dializa a la célula con la soluciéon interna que contiene. La
aparicion de una corriente transitoria de mayor amplitud producto de la respuesta de la membrana
al pulso de 5 mV  se denomina corriente  capacitativa. Modificada de
http://www.bem.fi/book/04/fi/0427.gif
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célula, la resistencia en serie (Rs) y se procedio a realizar los registros voltage-clamp o

current-clamp.

2.3.2. Registro de corrientes sinapticas y evocadas en modo voltage-

clamp (in vitro)

Durante este estudio se empled una variante de la técnica de patch clamp, que
involucré registros en modo “célula completa” o “whole cell” [89] para simultaneamente
registrar corrientes sinapticas, corrientes evocadas a voltaje constante (modo voltage-
clamp) y aplicar péptido AB intracelularmente a través de la solucion interna contenida
en el electrodo de registro (Fig. 3). Se utilizaron electrodos con una resistencia de 4-5
MQ a partir de capilares de borosilicato (WPI, EEUU) en un puller horizontal (Sutter
Instruments, EEUU). La solucion interna en los electrodos utilizada para registrar
corrientes sinapticas (solucién interna A) contenia (en mM): 120 KCI, 2.0 MgCl2, 2
Na2ATP, 10 BAPTA, 0.5 NaGTP y 10 HEPES (pH 7.4 ajustado con KOH, 290 mOsm/L). En
algunos experimentos se reemplazo el BAPTA (agente quelante de Ca?*) de la solucidn
interna por EGTA 5 mM junto con la adiciéon de 0.5 mM de CaCl: el dia del experimento
para aumentar la concentracidn de Ca2* intracelular libre. En la condicion con BAPTA 10
mM la concentracion global de calcio intracelular fue cercanoa ~ 0 nMy ~50 nM en la
condiciéon con EGTA 5 mM [90]. El medio de cultivo del plato se reemplazd por una
solucion externa normal (SEN) conteniendo (en mM): 150 NaCl, 5.4 KClI, 2.0 CaCl2, 1.0
MgCl2, 10 glucosa y 10 HEPES (pH 7.4 ajustado con NaOH, 310 mOsm/L). Para estudiar
las corrientes post-sinapticas miniatura (mPSCs) se aplicd TTX (Alomone Labs, Israel)
500 nM en la SEN del pocillo conteniendo las células para inhibir los canales de sodio
dependientes de voltaje (VGNCs) e inhibir la generacion de potenciales de accion. Para
aislar las corrientes AMPAérgicas (mEPSCs), se utilizé: TTX 500 nM en la solucién
extracelular del pocillo conteniendo las células, y utilizando un sistema de perfusion se
aplicaron extracelularmente inhibidores de la transmisién sinaptica NMDAérgica (2-
amino-5-fosfonopentanoato (DAPV) 20 uM), Glicinérgica (estricnina 1 uM) y GABAérgica
(bicuculina 4 uM). Para aislar las corrientes GABAérgicas (mEPSCs) se utilizé la misma

aproximacion, perfundiendo DAPV 20 uM, estricnina 1 uM y un inhibidor de transmision
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AMPAérgica (6-Ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona, CNQX 4 uM) (todos los inhibidores
de transmisién sindptica se compraron en la compafiia Tocris, EEUU). Para las corrientes
evocadas AMPAérgicas (eEPSCs) y GABAérgicas (eIPSCs) se utilizd 500 nM de TTX en el
pocillo de registro, y mediante un sistema de perfusién, se aplicé extracelularmente 100
MM de AMPA y GABA, respectivamente. Todos los registros de corrientes (sinapticas y
evocadas) se realizaron en el modo voltaje-clamp (voltaje constante) ajustando el
potencial de membrana a -60 mV, utilizando un amplificador Axopatch-200B (Molecular
Devices, EEUU) y un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE200-U, Japén). La
adquisicion se realizé utilizando un computador conectado al sistema de registro
mediante una tarjeta de adquisicién Digidata 1440A (Molecular Devices, EEUU) y el

programa computacional pClamp10 (Molecular Devices, EEUU).

2.3.3. Registro de potencial de membrana (Vm) en modo current-clamp

(in vitro)

Para estudiar el potencial de membrana (Vm) se realizaron registros en modo
current clamp como ha sido previamente descrita [91] y se utilizé la siguiente solucién
interna (solucién interna B) (en mM): 114 Gluconato de potasio, 4 KCI, 4 MgCl2, 10
BAPTA y 10 HEPES (pH 7.4 ajustado con KOH, 290 mOsm/L). Para evocar potenciales
de acciodn se utilizé una familia de pulsos de corriente aplicados durante 300 ms (pulsos
desde -300 pA a +275 pA, incrementando gradualmente la corriente en 25 pA entre
cada uno). En algunos experimentos se utilizé el inhibidor intracelular de canales de
sodio dependientes de voltaje (QX-314) (Tocris, EEUU). Antes de iniciar el registro de
potenciales de accion evocados, se aplicé una pequefia corriente de mantencion (-2 a -
50 pA) para llevar el potencial de membrana de reposo (RMP) a -70 mV (que corresponde

al valor de potencial de membrana de reposo de neuronas hipocampales).

Es importante considerar que Vm depende de la diferencia de cargas dentro y
fuera de la célula, las cuales estan dadas por la concentracion de los diferentes iones
(Na*, K* y Cl-, entre los mas importantes) [92]. A su vez, cuando esas concentraciones

intra y extracelulares cambian debido al flujo de estos a través de la membrana y se
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genera un cambio en el valor de Vm, el cual se registra mediante esta técnica.
Considerando el gradiente electroquimico, para un determinado Vm existe un
determinado flujo de iones, y el valor del potencial en el cual se anula el flujo neto de
un determinado ion, se denomina potencial de reversién o de equilibrio (Erev). Este puede

ser calculado para cada ion mediante la ecuacion de Nernst:

RT ; [ion]o
zF [ion]i

Eion =

(1)

En donde [ion]o y [ion]i son las concentraciones extra e intracelulares del ion,
respectivamente; R la constante termodinamica de los gases; T la temperatura absoluta;
z la valencia del ion (+1 para iones potasio y sodio, -1 para cloruro y +2 para el calcio)
y F la constante de Faraday. El factor RT/zF a temperatura ambiente de los registros
(~20 ©C), alcanza un valor aproximado de 25 mV. Teniendo esto en consideracién, se
obtuvieron los valores de Erev para cada ion tanto para la solucién interna utilizada en
registros de corrientes sinapticas (solucién interna A), como para la solucion interna

empleada en los registros de potencial de membrana (solucion interna B) (Tabla 1).

N [io!rj;(mM) [ion]o (MM)  Erev(mV)

Sodio (Na*) (solucion Interna A y B) 2 150 +108
Potasio (K*) (solucién Interna Ay B) 158 5.4 -84
Cloruro (CI-) (solucion Interna A) 124 161.4 -6
Cloruro (CI-) bajo (solucion Interna B) 12 161.4 -66

Tabla 1. Concentraciones intra y extracelulares de Na+, K+ y ClI- y potencial de reversion
(Erev) para cada uno de los iones en las condiciones experimentales utilizadas en los
registros electrofisiologicos. Se detallan las concentraciones utilizadas para el registro en modo
voltage-clamp de corrientes sinapticas (soluciéon interna A) y de potencial de membrana (Vm) en
modo current-clamp (solucién interna B). [ion]i e [ion]o indican la concentracion (en mM) del ion
intracelular y extracelular, respectivamente. En ambos tipos de registro se utilizd la misma
solucion extracelular (solucidn externa normal).

Dado que el Erev de Cl" en las condiciones para registrar potencial de membrana

(-66 mV) esta cercano al valor de Vm en reposo (-70 mV), la contribucion de este ion a
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este valor de Vm es practicamente nula. De esto se extrapola que la mayor contribucion
a los valores de Vm en estas condiciones experimentales, esta dada por el ion Na* y K*

(de importancia para la interpretacion de la Fig. 8).

Las células se estabilizaron a temperatura ambiente durante 20 minutos antes de
comenzar los experimentos. Después de 1 minutos de alcanzar la configuracién de whole
cell y permitir la dialisis del péptido y de realizar los ajustes necesarios para el registro
adecuado, se comenzd a registrar y este tiempo se consideré como t=1'. Los
registros se realizaron utilizando un amplificador Axopatch-200B (Molecular Devices,
EEUU) y un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE200-U, Japén). La adquisicion se
realizé utilizando un computador conectado al sistema de registro mediante una tarjeta
de adquisicién Digidata 1440A (Molecular Devices, EEUU) y el programa computacional

pClamp10 (Molecular Devices, EEUU).

Se utilizd esta metodologia para los objetivos especificos 1, 2 y 3.

2.3.4. Estudios de corrientes sinapticas en modo voltage-clamp en

rebanadas de cerebro (ex vivo)

Para los registros de corrientes sinapticas en rebanadas de cerebro, se sedaron
las ratas con isoflurano y se decapitaron. Se extrajo el cerebro y se realizaron cortes
coronales de hipocampo de 300-400 um de grosor en un vibratomo VT1200S (Leica,
Alemania) en una solucion de corte fria conteniendo: 194 Sacarosa, 30 NaCl, 4.5 KCI, 1
MgClz2, 26 NaHCOs3, 1.2 NaH2PO4 y 10 Glucosa. Una vez obtenidas las rebanadas, se
dejaron reposar en una camara a temperatura ambiente (22°C) por 1 hora en fluido
cerebroespinal artificial (aCSF) burbujeando con 95% de 02 y 5% de CO2 (carbdgeno).
La solucién de aCSF contenia (en mM): 120 NaCl, 3 KCl, 2 MgS04, 2.5 CaCl2, 1
NaH2P0O4, 25 NaHCO3 y 20 glucosa. Todos los registros de corrientes sinapticas
miniaturas se realizaron en el modo voltage-clamp (voltaje constante) ajustando el

potencial de membrana a -60 mV.

Se utilizé esta metodologia para el objetivo especifico 1.
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2.3.5. Registros de Vm en modo current-clamp en cerebro de animales

anestesiados (in vivo)

Todos los experimentos en animales in vivo fueron aprobados por el Comité
Nacional de Cuidado y Uso de Animales del Instituto Nacional de Salud e Investigaciones
Médicas De Francia (INSERM) y de acuerdo con las directivas del Consejo de la
Comunidad Europea (2010/63 /UE). Los datos se obtuvieron de ratas Wistar macho entre
las edades del dia 25 postnatal (P25) a P35 (rango de peso, 90-110 g). El dia del registro
se anestesiaron los animales (induccion: isoflurano 3%; mantenimiento:
Xylazina/Ketamina 10/100 mg/Kg, suplementado con ketamina 20 mg/Kg). El nivel de
anestesia se evalué mediante el pinzamiento del pie, la temperatura corporal y la
frecuencia respiratoria. La temperatura corporal se mantuvo a 37 © C con una manta
térmica (FHC). Los animales se fijaron en un aparato estereotaxico (SR-6, Narishige,
Japon). Se aplico un analgésico local (lidocaina) como un gel en las barras del sistema
estereotaxico para reducir el dolor durante la fijacion de la cabeza con las barras del
sistema estereotaxico y ademas se inyectdé como liquido debajo de la piel antes de la
primera incisidon. Se aplicé un gel oftdlmico a los ojos para evitar que se secaran durante
la cirugia, y se cubrieron los ojos con un trozo de cartdon para protegerlos de la luz
durante la cirugia. Se expuso el craneo y se perforaron dos craneotomias pequefias
(~1,5 mm de didmetro) sobre ambos hipocampos (—3,5 mm posterior a bregma; 2,5
mm lateral a bregma) para registrar en la zona CAl1 (~3 mm de profundidad desde la
superficie del cerebro). El Vm de las neuronas de CA1 se registro en el modo de current
clamp, utilizando técnicas estandar para registros “en ciego” (blind patch clamp) de
célula completa in vivo [93]. Los electrodos de borosilicato utilizados tenian una
resistencia de 7-10 MQ y contenian una solucién interna conteniendo (en mM): 130
KMeSO4, 5 KCI, 5 NaCl, 10 HEPES-K, 2.5 MgATP, 0.3 NaGTP, 0.2 EGTA y 0.1 % de
biocitina (pH 7.25, ajustado con KOH). La Vm se amplific6 mediante un amplificador
Axoclamp-700B (Molecular Devices), se filtré a 3 kHz y se digitalizé con un digitalizador
Digidata 1440A (Molecular Devices) a 20 kHz. Para el andlisis adicional, solo se
mantuvieron las células con Vm en reposo bajo —55 mV y resistencia de membrana (Rm)

>100 MQ.
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Al final de los registros, y para confirmar la zona del registro y la morfologia de
las neuronas registradas, se les inyectd a los animales una sobredosis de ketamina y se
perfundieron transcardialmente con solucién de PBS 1x seguida de paraformaldehido al
4% para fijarlo. Al dia siguiente, se cortaron cortes coronales de 70 ym de grosor y se
procesaron post hoc con el método de estreptavidina asociada al fluoréforo CY3 (Jackson
ImmunoResearch, EEUU) para visualizar las neuronas conteniendo biocitina. La
morfologia de las células registradas se reconstruy6 utilizando el software Neurolucida

(MBF Bioscience, EEUU) (ejemplo en Fig. 6).

Se utilizé esta metodologia para el objetivo especifico 1.

2.4. Inmunogold y Microscopia Electronica de Transmision

Un volumen de 5 uL de AB, a una concentracion de 50 pyM, se aplicd sobre una
grilla de Niquel (ORIGEN). Luego de eliminar el exceso, se bloqued con BSA al 3% en
TBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, se lavé con TBS y se incubd
con el anticuerpo primario de raton anti-AB (WO2 1:50/TBS 0,1%) (Merck Millipore,
Alemania) por 30 minutos. Se lavdé nuevamente y se incub6 con el anticuerpo secundario
anti-raton (1:20) (Abcam, EEUU) conjugado a nanoparticulas de oro de 5 nm por 30
minutos. Se fijaron las muestras con glutaraldehido al 2% por 5 minutos. A continuacion,
se tifieron los agregados de AB con 10 L de acido fosfotlngstico (PTA) al 0,5 % por un
minuto. Después, se retird el exceso y se lavd con agua destilada 2 veces por 5 minutos.
Las grillas se dejaron secando a temperatura ambiente y se observaron utilizando un

microscopio electronico de transmision JEOL 1200 EX II (Japodn).

Se utilizé esta metodologia para el objetivo especifico 1.

2.5. Registros simultaneos de electrofisiologia y fluorescencia

Estos estudios simultaneos se realizaron utilizando la misma metodologia descrita
para el registro de corrientes sinapticas en modo voltage-clamp (in vitro) junto con la
fluorescencia bajo las siguientes condiciones para NO. Se incubaron neuronas

hipocampales con la sonda para 6xido nitrico DAQ (1,2-aminoantraquinona) (Sigma,
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Alemania) a una concentracion de 2.5 mg/mL durante 20 min a 37 °C. Las neuronas se
lavaron 3 veces con solucién externa normal y se montaron en un pocillo en un
microscopio invertido (TE200U, Nikon, EE.UU) equipado con una camara CCD IonXEM
de 16 bits (Andor, Japoén), un objetivo 20X / 0.4 NA (Nikon, Japén) y una configuracion
de Patch Clamp para estudios in vitro (detalles en seccién 2.3.1 de materiales y
métodos). La sefal fluorescente para la sonda de éxido nitrico DAQ se obtuvo excitando
con un filtro de pasabanda (528-553 nm) y colectando la fluorescencia con un filtro de
emisién de pasabanda (590-650 nm) (Nikon, EEUU). La adquisicién de imagenes se
realizé con un obturador Lambda 10-B controlado por computadora (Sutter Instruments,
EEUU), utilizando el software Imaging Workbench 5.0 (INDEC BioSystems, EEUU) y
excitando por un periodo de 900 ms, a intervalos de 2 s durante un periodo continto de
20 min. Algunos experimentos involucraron el uso de otras moléculas: L-NAME (inhibidor
de sintasas de NO), 1400W (inhibidor de iNOS), SNAP (donante de NO) y CPTIO
(molécula que secuestra NO). Se prepararon stocks frescos de todas ellas el mismo dia

en que se realizé el experimento.

Se utiliz6 esta metodologia para el objetivo especifico 3.

2.6. Analisis de Datos

Todos los datos obtenidos se analizaron y graficaron utilizando el programa Origin
8.0 (Origin Labs, EEUU). A menos que se indique lo contrario, los resultados se
presentaron como el promedio = SEM. Las comparaciones estadisticas se llevaron a cabo
utilizando el test de Student o ANOVA seguido de test post-hoc (Bonferroni). Un nivel de
probabilidad (p) menor a 0.05 se considerd estadisticamente significativo. Las corrientes
sinadpticas miniatura (eventos espontaneos registrados en presencia de tetrodotoxina
(TTX)) se detectaron utilizando el software Mini Analysis (Synaptosoft, EEUU), que
identifica las corrientes en funcidn de varios criterios como la amplitud el area bajo la
curva y el tiempo de decaimiento de cada evento. Como verificacion de rutina,
inspeccionamos visualmente todos los eventos detectados por el software y rechazamos

cualquiera que no exhibiera la forma general esperada para eventos sinapticos. El ruido
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de fondo se midid a partir de secciones carentes de eventos sinapticas, el cual oscilaba
en ~ 2 pA. Se utilizé este valor multiplicado por 5 (10 pA), como umbral para detectar
las corrientes sinapticas. Los registros de current clamp se analizaron el software
Clampfit 11.0 (Molecular Devices, EEUU) para calcular el umbral, amplitud, duracién y

frecuencia de los PAs.

Se utiliz6 esta metodologia para los objetivos especificos 1, 2 y 3.
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3. RESULTADOS

3.1. Objetivo Especifico 1: Estudiar los efectos de diferentes
concentraciones de agregados oligoméricos y fibras de AB intracelular
sobre la transmision sinaptica y la excitabilidad neuronal, determinando
su especificidad sobre los dos tipos de neurotransmision (excitatoria e

inhibitoria).

Utilizando una variante de la técnica de patch clamp en modo whole cell, se utilizé
el electrodo de vidrio para simultdneamente registrar la corriente capacitativa de la
neurona en estudio y, a través de la solucion interna en el electrodo, se aplicaron
oligdmeros de AB (ABo) asociados a un fluoréforo dentro del compartimento intracelular.
De esta manera y utilizando microscopia de fluorescencia se monitored la dialisis del
péptido presente en el electrodo de registro hacia el citoplasma neuronal (Fig. 4A), al
mismo tiempo en que se registraba la corriente capacitativa de la membrana (la cual se
expresd como carga transferida en unidades de fC). Esta Gltima permite asegurar que el
registro era en modo célula completa o whole cell y nos indicé que en ese momento
podiamos acceder al interior de la célula con la solucién contenida en el interior del
electrodo de vidrio con ABo. Podemos observar que a 0 s no hay carga transferida (modo
cell attached), ni aumento en la fluorescencia (Fig. 4B). Sin embargo, a los 5 segundos
el registro se encontraba en modo whole cell (aumentando significativamente la carga
transferida), y a medida que trascurrié el tiempo, aumentd la fluorescencia en el
citoplasma de manera exponencial, alcanzando su punto maximo alrededor de los 2
minutos (ti2 = 29 s). Una vez que confirmamos que ABo se dializaba rapidamente al
compartimento intracelular, decidimos registrar las corrientes sinapticas totales en
neuronas hipocampales, durante aplicacion intracelular de ABo (iABo) a diferentes
concentraciones en la pipeta (0, 50 y 1000 nM). En la Fig. 1C se muestran los registros
en modo voltage-clamp estabilizados de la actividad sinaptica total en modo whole cell
de corrientes sindpticas a t=0 y 10 minutos, cuando se realiza con una solucién
intracelular control (sin ABo). Bajo estas condiciones se observo la presencia de eventos

sinapticos espontaneos (sin TTX) a frecuencia y amplitud control. Ademas, se observan
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algunos eventos de muy baja amplitud intercalados en el registro, que posiblemente
corresponden a corrientes miniatura. Como se aprecia, esto es relativamente estable en
un periodo de 10 minutos. En la presencia de una concentracién baja de ABo en el
electrodo (50 nM), se observd un aumento, tanto en la amplitud como en la frecuencia
de las corrientes sinapticas, desde el inicio del registro (Fig. 4D). Junto con eso, se
pueden apreciar una serie de rafagas de corrientes sinapticas espontaneas intercaladas
en el registro (Fig. 4, flechas en azul), en donde la célula dispara respuestas en forma
repetitiva, las cuales estan asociadas a la liberacion sincrénica de neurotransmisores. Al
aplicar 1 yM de AB en la pipeta (Fig. 4E), el efecto se exacerbd en términos de la
amplitud y frecuencia de eventos sinapticos. Es posible observar que mucha de la
actividad total esta mediada por potenciales de accion (PAs, o espigas en registro de
corriente) (Fig. 4, flechas en rojo) y en la condicién con iABo 1 uM predomina la alta
presencia de estas (Fig. 4C, flechas en rojo). Esto pareciera ser un fendmeno
concentracion-dependiente, dado que hay mas rafagas de actividad sinaptica y de mayor
amplitud (mayor actividad sinaptica) a medida que se aumentd la concentracion de ABo,
comparado con el control. De este experimento concluimos que la aplicacion de iABo
causa un efecto importante en la transmision sinaptica de la célula, y que se caracteriza
por ser un fendmeno que ocurre de manera rapida (~1 minuto), aumentando la
frecuencia y la amplitud de los eventos sinapticos de manera concentracién dependiente.
El efecto coincide temporalmente con la didlisis del péptido a la neurona. Adicionalmente,
a los 10 minutos se observa una disminucién en la amplitud de las espigas de PA. Dado
que la amplitud de una espiga de PA depende de la cantidad de iones sodio que permean
la membrana, entonces es posible que una fraccion de estos canales se estén inhibiendo
o endocitando, disminuyendo la amplitud de la respuesta. La presencia intracelular del
péptido podria también tener una implicancia en este fenomeno. Ademas de eso, el
registro se realizd a -60 mV, y a ese potencial existe aln una fraccién de canales de

sodio que estan inactivos.
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Figura 4: Técnica de whole cell permite la entrada rapida de AB fluorescente al medio
intraneuronal. A, Registro simultdneo de patch clamp y fluorescencia mostrando el ingreso de
péptido AB42 marcado fluorescentemente (fluorocromo 5’ FAM) desde el interior del electrodo de
registro (o pipeta de patch) al medio intracelular. La regidn de interés (ROI) en celeste delimita el
contorno de la neurona registrada. Dentro de esta regidn se realizd la cuantificacién de
fluorescencia y se observo que esta aumenta en el interior de la célula a lo largo del experimento
(0-4 min). Junto con esto se observan los trazos de las corrientes capacitativa correspondientes a
cada micrografia (en rojo). B, Cuantificacion de la fluorescencia en el ROI previamente descrito,
junto con la carga transferida en la membrana. Esta Ultima refleja que la solucidn contenida en la
pipeta de patch alcanza instantaneamente el compartimento intracelular, mientras que la
fluorescencia da cuenta de un ingreso gradual del péptido, alcanzando el 50% del valor total de
fluorescencia a los 29 s (T1/2). La flecha en negro indica el tiempo en que se comenzaron a
registrar las corrientes sinapticas). C, D, E, Se observan registros sinapticos totales al inicio
(tiempo = 0') y término del experimento (tiempo = 10’), demostrando un rapido y marcado
aumento de la frecuencia y la amplitud de las corrientes sinapticas a medida que se aumenta la
concentracién de oligdmeros de AB intracelular (iABo) en la pipeta de 50 nM (D) a 1000 nM (E),
comparado con la condicidon control (C). Intercalados en el registro se observan rafagas de
corrientes sinapticas (flechas en azul) y potenciales de accion (PAs, o espigas en registro de
corriente) en rojo, las cuales aumentan a medida que se incrementa la concentracidén de iABo en
el electrodo de registro. Los graficos de lineas representan el promedio = SEM. n=18 células de 5
experimentos independientes.

Aunque la respuesta es compleja de interpretar, este primer experimento fue
informativo en términos del aumento en la frecuencia de eventos sinapticos, lo cual se
debe a la presencia intracelular de ABo, y cuyo efecto es dependiente de la concentracion
del mismo. Sabemos que para que se registren corrientes sinapticas a nivel post-

sinaptico debe existir liberacion de neurotransmisores a nivel pre-sinaptico.

En las condiciones experimentales evaluadas previamente, la liberacidon
sincronica de neurotransmisores que se observé (Fig. 4) es un fendmeno dependiente
del potencial de accién [94]. Por ese motivo, se evalud si el aumento en la transmision
sinaptica en presencia de ABo se debia a un aumento en el disparo de potenciales de
accion (excitabilidad neuronal). Para esto se realizaron registros en el modo current-
clamp, inyectando una familia de pulsos de corriente hiperpolarizante (desde -300 a -25
pA) y depolarizante (de +25 a +275 pA) (Fig. 5A) para generar potenciales de accion
(PAs). Bajo este protocolo de estimulacion se observé en ambas condiciones
experimentales ensayadas (control y ABo) el aumento progresivo en el disparo de PAs a
medida que se incrementd el estimulo de corriente inyectada. La diferencia es que en
condiciones control se evocaron PAs por sobre los 100 pA de corriente inyectada (Fig.
5B), mientras que la presencia de iABo, la célula evocd PAs con pulsos de corriente de

menor amplitud (Fig. 5C). La cuantificacién de este fendmeno se observé al graficar el
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numero de espigas de PAs v/s la corriente inyectada, mostrado un claro desplazamiento
de la curva de respuesta hacia la izquierda (Fig. 5D), indicando un aumento de la
respuesta a menores estimulos de corriente con iABo (Control I 1/2: 146.8 + 12.4 pA v/s
iABo Ii2: 85.3 £ 16.2 pA, p<0.05, t-test). Esto indica que en presencia de iABo la
neurona requiere de un estimulo de menor intensidad de corriente para producir la
misma respuesta en el voltaje que en la condiciéon control, es decir la célula con iABo
estaba mas excitable. La constante Rheobase permite cuantificar este fendmeno y se
define como la corriente minima y de duracién ilimitada que se necesita para gatillar el
disparo de un PA en una célula excitable [95]. En nuestras condiciones experimentales
la Rheobase fue estadisticamente diferente cuando comparamos el control con las
células tratadas con iABo (Control: 172 + 12.6 pA v/s iABo: 91 + 24.21 pA, p<0.05, t-
test) (Fig. B5E). Adicionalmente, se cuantificé la resistencia de entrada (input
resistance); cuando se inyecta una cantidad conocida de corriente a la célula (I), se
produce un cambio en el voltaje de la membrana (V), y ese cambio en V esta relacionado
con I mediante la resistencia de la membrana (R) (ley de Ohm: V =1R) [92]. Una
resistencia mayor, indicaria que la célula requiere menor cantidad de corriente inyectada
para producir un cambio en el voltaje de la membrana, algo muy similar a lo que
observamos en este experimento: por ejemplo, en las Fig. 5 B y C, inyectando 50 pA la
célula control no demuestra presencia de PAs en el trazo representativo (en negro)
mientras que la célula tratada con iABo si muestra la generacién de un PA. Vale decir
que, con la misma cantidad de corriente inyectada, la célula con iABo si mostré cambios
en el voltaje de la membrana, mientras que la célula control no. Sin embargo, en ambas
condiciones los valores calculados para la resistencia de entrada fueron similares (Fig.
5F), indicando que los cambios en el voltaje de la membrana no ocurren porque la
resistencia de la membrana haya cambiado. Por ultimo, se cuantificaron la amplitud,
duracion y umbral para los PAs evocados en cada una de las condiciones ensayadas (Fig.
5G, H e I), y no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parametros
calculados. En conclusién, estos datos sugieren que la presencia de iABo aumentd la

excitabilidad de la membrana celular in vitro.
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Figura 5. iABo aumento generacion de potenciales de accion evocados por inyeccién de
corriente en neuronas hipocampales in vitro. A, B, C, Registros de neuronas de hipocampo
que muestran las respuestas del potencial de membrana frente a una inyeccidén de una familia de
pulsos de corriente de 200 ms que varia de -300 pA a 275 pA en incrementos de 50 pA (A), en
ausencia (trazos negros) (B) y presencia de AB42 500 uM (trazos rojos) (C). D, Relacion entre el
namero de potenciales de accién generados y la intensidad de corriente inyectada para las
condiciones experimentales descritas en (B) y (C). E, Se muestra la cuantificacion de la constante
Rheobase para ambas condiciones experimentales, observando una disminucién en la condicidon
con ABo. F, G, H, I, Cuantificacion de la resistencia de entrada y parametros del potencial de
accion: amplitud, duracién y umbral, que no muestran diferencias significativas entre las
condiciones ensayadas. Los graficos representan el promedio £ SEM. * denota p < 0.05 (t-test).
n=12 de 3 experimentos independientes.
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A continuacion, quisimos estudiar si iABo tenia el mismo efecto en la excitabilidad
neuronal en un modelo in vivo. Para esto, se realizaron experimentos de current clamp
con el mismo protocolo de inyeccion de corriente previamente utilizado, pero en animales
anestesiados, registrando en neuronas hipocampales piramidales en la zona CA1l (Fig.
6A). Bajo las mismas condiciones experimentales usadas previamente, se observé que
en presencia de iABo se requeria de una menor inyeccién de corriente para gatillar el
disparo de PAs, comparado con la condicion control (Fig. 6B y C). Esto se evidencio de
igual manera al graficar el nUmero de espigas de PAs v/s la corriente inyectada, en donde
se observa nuevamente que la curva de estimulo-respuesta se desplaza hacia la
izquierda, indicando un aumento en la excitabilidad neuronal en presencia de iABo (Fig.
6D) y una disminuciéon de la constante Rheobase (Fig. 6E). Para corroborar que el
registro se realizé en la zona CA1l del hipocampo, se realizé una inmunohistoquimica
post-hoc para identificar la morfologia y la ubicacion de la célula estudiada. Cabe
mencionar que la solucion interna del electrodo contenia biocitina 1% (ver Materiales y
Métodos seccion 2.3.3). De esta manera una vez que se finalizé el registro se procedid
a la fijacion del animal y posteriormente a la obtencién de rebanadas para su tincidon con
estreptavidina y anticuerpos para calbindina D-28k. Los registros utilizados

correspondian a neuronas piramidales de la zona CA1 (Fig. 6F - H).

En conclusidn, todos estos datos indican que iABo gatilla un fenémeno de

excitabilidad neuronal tanto in vitro como in vivo.
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Figura 6. iABo aumentoé la generacion de potenciales de accion evocados por inyeccion
de corriente en neuronas hipocampales in vivo. A, Esquema que representa la ubicacidn del
electrodo para registrar los potenciales de accién en la zona stratum pyramidale de CA1 del
hipocampo (SP-CA1), en donde se encuentran alineados los somas de las neuronas hipocampales
piramidales. B, C, Registros de neuronas de hipocampo que muestran las respuestas del potencial
de membrana frente a una inyeccién de una familia de pulsos de corriente de 200 ms que varia
de -300 pA a 275 pA en incrementos de 50 pA (A), en ausencia (trazos negros) (B) y presencia
de AB42 500 uM (trazos rojos) (C). D, Relacidén entre el nUmero de potenciales de accion evocados
y la intensidad de corriente inyectada para las condiciones experimentales descritas en (B) y (C).
E, Se muestra ademas la cuantificacion de la constante Rheobase para ambas condiciones
experimentales. F, G, Cortes coronales obtenidos posterior al registro electrofisioldgico, mostrando
la tincidn para calbindina D-28k (en verde, F1, Gi1) y estreptavidina (en rojo, F2 y G2), ademas de
las zonas CA1 y giro dentado (DG) de hipocampo. Se observa ademas la neurona registrada (G3s).
H, Micrografias confocales, demostrando la presencia de la neurona registrada (en rojo, Hz) dentro
del stratum pyramidale de la region CA1 de hipocampo (SP-CA1l). Los graficos de barras y de
lineas representan el promedio = SEM. * denota p < 0.05, ** p < 0.005 (t-test) n=6 de al menos
5 experimentos independientes.
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Posteriormente, nos preguntamos si este aumento en la excitabilidad podria estar
mediado por un cambio en las propiedades activas de la membrana (AP). La generacién
de PAs es un ejemplo de propiedades eléctricas activas de la membrana producidos por

la activacidon de canales dependientes del voltaje. En este caso, el cambio del campo

eléctrico a través de la membrana actla sobre los sensores de voltaje de los canales
idnicos dependientes de voltaje, cambiando su conductancia idénica [92]. Por ejemplo,
la apertura de los canales de sodio dependientes de voltaje, dara lugar a la entrada de
sodio, despolarizando la membrana y generando un potencial de accién. Por otra parte,
otro ejemplo de propiedades eléctricas activas es aquella provocada por la activacion_de

canales iénicos producto de la unién a un ligando, donde un neurotransmisor (liberado

desde la pre-sinapsis) activaréa un receptor en la post-sinapsis, alterando
transitoriamente su conductancia a determinados iones y permitiendo la generacion de
potenciales sinapticos. De esta manera, ambos son ejemplos de propiedades activas que
pueden contribuir a la excitabilidad neuronal. Sin embargo, la diferencia entre ambas es

gue la primera puede ocurrir sin |la presencia de una sinapsis, mientras que la segunda

no, ya que requiere de un componente pre sinaptico, que libera estos ligandos y un
componente post-sinaptico que posee los receptores para estos ligandos. Para poder
determinar si el efecto de iABo era dependiente de alguna de estas propiedades
decidimos utilizar un cultivo de neuronas de ganglio de la raiz dorsal (DRG). En esta
preparacion in vitro, las neuronas tienen la particularidad de que no presentan sinapsis,
es decir con este modelo se puede aislar ambos componentes activos y evaluar cual de

ellos esta siendo afectado por la presencia de iABo.

Nuestros resultados mostraron que en estas preparaciones la presencia de iABo
no afecta las propiedades del potencial de accion, y las células se comportan de la misma
manera que en la condicion control. Esto se puede apreciar porque el nimero de espigas
de PAs v/s el estimulo aplicado no varia en ambas condiciones (Fig. 7A y B). La curva
de numero de espigas v/s corriente tampoco mostré cambios significativos entre ambas
condiciones, asi como tampoco la constante Rheobase (Fig. 7C), contrario a los
resultados encontrados en neuronas hipocampales (Fig. 5A - E). Adicionalmente, y de

la misma manera que en neuronas hipocampales (Fig. 5G - I), no se encontraron
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Figura 7. iABo no aumento el disparo de los potenciales de accion evocados por inyeccion
de corriente en neuronas de ganglio de la raiz dorsal (DRG) in vitro. A, B, Registros
representativos que muestran las respuestas del potencial de membrana frente a una inyeccion
de una familia de pulsos de corriente de 200 ms que varia de -300 pA a 275 pA en incrementos
de 50 pA (A), en ausencia (trazos negros) (B) y presencia de Ap42 500 pM (trazos rojos) (C). C,
Relacion entre el nUmero de potenciales de accion evocados y la intensidad de corriente inyectada
para las condiciones experimentales descritas en (A) y (B). Se muestra ademas la cuantificacion
de la constante Rheobase para ambas condiciones experimentales. D, E, F, Cuantificacién de los
parametros del potencial de accidon: amplitud, duraciéon y umbral. Los graficos de barras y de lineas
representan el promedio £ SEM. n=10 de 3 experimentos independientes.

45



diferencias significativas en los parametros calculados para los PAs evocados en este

experimento, como amplitud, duraciéon y umbral (Fig. 7D, E y F).

En conclusion, los resultados sugieren que, en ausencia de un input sindptico,

iABo no afecta la excitabilidad de |la membrana. Teniendo esto en consideracion, y a

pesar de que son tipos celulares distintos, se procedi6 a evaluar los efectos de iABo sobre

el potencial de membrana de neuronas hipocampales (que si desarrollan conexiones

sinapticas in vitro) en presencia y ausencia de un bloqueador de canales de sodio voltaje

dependientes (QX-314). Al estar inhibidos los canales de sodio voltaje dependientes, no
se produciran PAs. Cabe mencionar que este inhibidor fue aplicado intracelularmente
mediante el electrodo de patch, de manera que sélo se inhibié el PA en la neurona
registrada. Ademas, se inyectd una corriente basal para mantener el potencial de reposo
a -70 mV en todas las condiciones ensayadas. De esta manera, se evalud la fluctuacion
del potencial de membrana (Vm). Esas fluctuaciones del potencial de membrana ocurren
por la presencia de eventos sinapticos que generan una poblacién de potenciales
sinapticos locales que estan variando entre -70 y -65 mV (con un promedio de -69.8 +

0.001 mV) en la condicién control (Fig. 8A, en negro) y que se presentan como

despolarizaciones transitorias locales en la neurona post-sinaptica que fue registrada (se
observan con mas detalle en el recuadro sobre el trazo representativo) (Fig. 8A, en
negro); sabemos que son despolarizaciones, pues son eventos hacia valores positivos
del potencial fijado a ~ -70 mV por la inyeccion de corriente (detalles en seccidén 2.3.2
de materiales y métodos). De esta manera, se construyd un histograma de todos los
puntos con cada uno de los valores del potencial de membrana obtenidos durante el
registro para determinar su fluctuacion (Fig. 8A y B, en negro). Al aplicar iABo se
produce un aumento significativo en el nimero y en la amplitud de estos eventos
despolarizantes (Fig. 8A, en rojo), los cuales varian entre -70 y -45 mV. Este aumento
en la fluctuacion del Vm es la que hace que el promedio en esta condicion sea -65.3 +
0.012 mV, lo cual se evidencid en el desplazamiento de la curva gaussiana del
histograma hacia valores positivos indicando que en estas condiciones el valor del
potencial de membrana presenta mas variacion hacia valores despolarizantes (Fig. 8B,

en rojo). Esinteresante observar que al co-aplicar iABo y QX-314 dentro de la célula,
46



-69.8 + 0.001 XY Control
Qx-314
4 XV iAo

Control iABo QX-314 +iABo

\ “‘

| il ‘
\ “”
w : \ WN M{%www TR N e7 M

| il 1
=s 75 710 65 60 55
Membrane Potential (mV)

3]
o

N
o

QX-314 + iABo

\3 -64.5 + 0.008
-65.3 £0.012

»n
o

-70 mV.

=y
o

Number of events (x10°)
w
o

10 mv
o

C Current evoked APs
Control iABoO QX-314 + iABo
‘ ’ |
| h
]
]|
L]
/"//‘w //’ \ / / LA e Sl e >
/ \ \\ N €
J N ) . o
- o~
200 50 ms
o o o L L L L

Figura 8. El bloqueo intracelular de los canales de Na+ regulados por voltaje no evita la
despolarizacion transitoria y rapida de la membrana activada por iABo. A, Registros
representativos que muestran las fluctuaciones del potencial de membrana (Vm) sin la inyeccion
de corriente bajo las diferentes condiciones ensayadas. En negro (control) se observan pequefias
variaciones en el valor de Vm, las cuales se exacerban en presencia de ABo intracelular (trazo en
rojo). La aplicacién intracelular de QX-314 no provocé diferencias en el efecto intracelular de ABo
sobre Vm. B, Histograma que muestra la distribucion normal de los valores de Vm en las diferentes
condiciones experimentales mostradas en (A). C, Experimentos de inyeccién de corriente que
demuestran que muestran la inhibicion de la generaciéon de potenciales de accién al aplicar
intracelularmente el inhibidor del canal de Na* regulado por voltaje de QX-314. El histograma
representa valores promedio £ SEM. n=10 de 3 experimentos independientes.
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no se observan mayores diferencias ni en las fluctuaciones ni en el valor promedio de
Vm (-64.5 £ 0.008 mV) (Fig. 8A y B, en azul), con respecto a la condiciéon en donde
se aplico iABo en ausencia de QX-314, en donde los valores promedio de Vm fueron muy
similares (-65.3 £ 0.012 mV). En presencia de QX-314 observamos que el registrado se
comporta de manera muy similar a la condicién control (Fig. 8A y B, en gris) con un
promedio en el valor de Vm de -69.7 £ 0.003 mV. Adicionalmente, y en las mismas
condiciones experimentales ensayadas con y sin QX-314, se evalud la generacién de PAs
cuando se estimuld con un pulso de corriente despolarizante (Fig. 8C). Se observd que
en presencia de QX-314 no se evocaron PAs (Fig. 8C, en gris y azul), a diferencia de
las otras dos condiciones en ausencia del inhibidor (Fig. 8C, en negro y rojo). Esto
datos indican que iABo co-aplicado con QX-314 aun ejerce un efecto en la despolarizacion
de la membrana post-sinaptica, sugiriendo que este efecto no depende de la presencia

de PAs ni de los canales voltaje dependientes asociados a éste.

Asi, al estar bloqueado el canal de Na* regulado por voltaje, y considerando que
las despolarizaciones transitorias que se observan en estos registros se deben
principalmente a la entrada de Na* a la célula (detalles de potencial de reversidn de iones
en secciéon 2.3.2 de materiales y métodos), los datos sugieren fuertemente que hay
aumento de una conductancia adicional, que seguramente corresponde a la de
receptores ionotropicos glutamatérgicos, los cuales son permeables a Na*. En las
condiciones evaluadas la Unica conductancia de Na* que podria estar activa seria la
mediada por el receptor de AMPA (ya que el receptor de NMDA en estos voltajes estaria
inactivo). Asi, el aumento en la conductancia de Na* estaria siendo activada directa o

indirectamente por la presencia de iApo.

En resumen: épor qué se producen mas despolarizaciones y mas potenciales de
accion con iABo? Porque existe conductancia adicional que estd despolarizando la
membrana (Fig. 8) y facilitando que los valores de Vm se acerquen al umbral para poder
generar un potencial de accidn (que fue justamente lo que se observo previamente tanto

in vitro como in vivo) (Fig. 5y 6).
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Por tanto, los datos indicaron que iABo no estaba ejerciendo un efecto en las
propiedades intrinsecas de la membrana, tanto en las pasivas (como resistencia de
entrada) como en las activas (umbral, amplitud y duracion del PA), sino que mas bien
podria estar alterando las propiedades sinapticas, ya sea afectando la liberacion de
neurotransmisores a nivel pre-sinaptico o la funcion de los receptores ionotropicos a
nivel post-sindptico, las que a su vez aumentarian la excitabilidad neuronal. Para poder
evaluar el efecto de iABo sobre la transmision sinaptica, se realizaron registros en modo
voltage-clamp de corrientes sindpticas en presencia de TTX extracelular, un inhibidor
extracelular de canales de sodio voltaje dependientes (detalles en seccion 2.3.1 de
materiales y métodos). De esta manera se inhibié la generacién de PAs y sélo quedd
presente una actividad espontanea de liberacion de vesiculas sinapticas, conocida como
actividad sindptica miniatura o corrientes sinapticas miniaturas (mPSCs) y que son

independientes del PA [96].

Bajo esta premisa, se ensayd un rango de concentraciones intracelulares de ABo
(0-1000 nM) y se determind la frecuencia y la amplitud de estos eventos sinapticos
miniatura. En la Fig. 9A se observan los diferentes trazos representativos de las mPSCs
mostrando un claro efecto en la frecuencia y en la amplitud de las mismas a medida que
incrementd la concentracion de iABo dentro del electrodo de registro. Estos efectos
fueron mas importantes en la frecuencia de estos eventos, pues se encontraron
diferencias estadisticamente significativas con solo aplicar una concentracién de 5 nM de
iABo (Fig. 9B), a diferencia del efecto en la amplitud que fue significativo a una
concentracion 200 veces mas alta (1000 nM) (Fig. 9C). Al aplicar los oligdmeros
desnaturalizados por calor o la secuencia reversa de AB, asi como el control del vehiculo
utilizado para disolver el péptido, no encontramos diferencias significativas en la

frecuencia y amplitud con respecto a la condicién control (Fig. 9D y E).
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Figura 9. Efectos de la aplicaciéon intracelular de oligbmeros de AB (ABo) sobre la
frecuencia y amplitud de corrientes sinapticas miniatura. A, Registros representativos
mostrando el incremento en la frecuencia de corrientes sinapticas miniatura, luego de aplicar
intracelularmente concentraciones crecientes de AB42 (0.5 - 1000 nM). B, C, Cuantificacidon de la
frecuencia (B) y amplitud (C) de las corrientes sinapticas miniaturas descritas en (A), mostrando
qgue A intracelular aumenta la frecuencia de las corrientes sinapticas miniatura de una manera
concentracion dependiente, mientras que en amplitud sélo se alcanza a la concentracion maxima
utilizada (1000 uM). D, E, Corrientes sinapticas miniatura representativas que muestran que los
oligdmeros desnaturados por calor, la secuencia reversa y el control de vehiculo no exhiben
diferencias significativas con respecto al control, sugiriendo que el efecto en la frecuencia depende
de la presencia de Ao intracelular. Los graficos de barras representan el promedio + SEM. *
denota p < 0.05, *** p < 0,001 (t-test). n=15 de al menos 3 experimentos independientes.

50



En general, en la literatura se interpreta que los efectos en la frecuencia de las
mPSCs corresponden a la frecuencia de la liberacidon de neurotransmisores desde la pre-
sinapsis al espacio sinaptico [96]-[98], considerandolo de esta forma como un reflejo
de lo que ocurre a nivel pre-sinaptico. Mientras que la amplitud corresponde a
una respuesta netamente dada por la funcion de los receptores post-sinapticos y por
tanto nos entrega informacién de lo que ocurre en este compartimento [99]. En
conclusion, la aplicacion de iABo aumentd la frecuencia y amplitud de los eventos
miniatura, sugiriendo un aumento en la liberacién de neurotransmisores (efecto pre-
sinaptico) y un aumento en el nimero de receptores post-sinapticos o un aumento en la
conductancia de los mismos (efecto post-sinaptico). De esta manera, iABo no cambia las
propiedades intrinsecas de la membrana, pero aumenta el nimero de eventos sinapticos
(frecuencia) (Fig. 9), lo cual permite que la membrana de la neurona post-sinaptica se
despolarice mas facilmente y alcance el umbral de generacién del PA (Fig. 5 y 6),

aumentando asi la excitabilidad neuronal.

A continuacion, realizamos el mismo ensayo de aplicacién intracelular de ABo,
pero en ausencia y presencia de un anticuerpo especifico que reconoce las formas
oligoméricas del mismo, neutralizando su toxicidad [100] (anticuerpo A11). Se observo
que la frecuencia de eventos sinapticos mostré un aumento significativo con respecto al
control al incluir iABo en el electrodo de registro (Fig. 10A y B). Sin embargo, la pre-
incubacion de iABo con el anticuerpo A1l disminuyd considerablemente el efecto sobre
la actividad sinaptica a niveles del control (Fig. 10A y B). Adicionalmente, se ensayo
otra condicion experimental para controlar el experimento, realizando una pre-
incubacién con otro anticuerpo para otro epitope no relacionado (aminoacidos 1-300 del
N-terminal de la proteina de citoesqueleto neuronal MAP2). Esta pre-incubacion no
impidié que ABo ejerciera sus efectos sobre la neurotransmisién (Fig. 10A y B). Las
diferencias entre las distintas condiciones experimentales se apreciaron claramente al
cuantificar la frecuencia de las mPSCs (Fig. 10B). La utilizacion de estos anticuerpos
(A1l y anti-MAP2) per se en la solucién intracelular de registro no mostré efectos

significativos en la frecuencia de los eventos sinapticos (Fig. 10A y B). Por otra parte la
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Figura 10. La pre-incubacion de oligomeros de AB (ABo) con el anticuerpo A1l inhibid
el efecto sinaptico intracelular. A, Registros representativos mostrando el incremento en la
frecuencia de corrientes sinapticas miniatura, luego de aplicar intracelularmente ABo 500 nM solo
o pre-incubado por 10 min con anticuerpo para oligdmeros A11 o con el anticuerpo no relacionado,
para la proteina de citoesqueleto neuronal MAP-2. La aplicacion intracelular de los anticuerpos no
tuvo un efecto per se en la frecuencia de las mPSCs. B, Cuantificacion de la frecuencia de las
corrientes sinapticas miniaturas bajo las condiciones descritas en (A), mostrando que A
intracelular aumenta la frecuencia de las corrientes sinapticas miniatura, pero este efecto se ve
disminuido a niveles similares al control cuando se pre-incuba la preparacién con anticuerpo Al1.
No se observan diferencias en el efecto de ABo al pre-incubar con un anticuerpo para MAP-2. C,
Micrografias electrénicas que demuestran la presencia de agregados oligoméricos amiloides
(flechas en azul), no fibras, en las preparaciones utilizadas. Junto con eso, se observa la presencia
de la nanoparticula de oro del anticuerpo secundario utilizado para la inmunodeteccién de AB. Los
graficos de barras representan el promedio £ SEM. * denota p < 0.05 (t-test). n=9 de al menos
3 experimentos independientes.
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observaciéon de las muestras por microscopia electronica de transmision, utilizando
el método de Immungold (detalles en seccion 2.4 de materiales y métodos), confirmd la
presencia y abundancia de estas especies oligoméricas en las preparaciones utilizadas,

sin detectar la presencia de fibras amiloideas (Fig. 10C).

En conclusién, estos experimentos muestran que el efecto de oligdmeros de AR
intracelular sobre la neurotransmisidn se caracteriza por ser un fendmeno que ocurre de
manera rapida (~1 minuto) y que modula principalmente la frecuencia y amplitud de los

eventos sinapticos miniatura.

Una vez que se evaluo el efecto global de iABo sobre la neurotransmision decimos
disecar cudl o cudles de los diferentes tipos de neurotransmisidén presentes en neuronas
hipocampales estaban afectados [101], enfocandonos principalmente en la transmisién
AMPAérgica (excitatoria) y GABAérgica (inhibitoria). Para ello se realizaron registros de
corrientes sinapticas miniaturas AMPAérgicas y GABAérgicas, utilizando un céctel
farmacologico para poder aislar correctamente cada una de ellas (ver Materiales vy
Métodos seccion 2.3.1). En presencia de iABo encontramos aumento significativo en la
frecuencia de las corrientes sindpticas miniaturas excitatorias de tipo AMPAérgico
(mEPSCs), asi como en la amplitud de los mismas, lo cual se evidencia claramente en
los eventos sinapticos promedio (Fig. 11A y B). En el caso de la trasmision GABAérgica
se encontraron efectos muy similares en cuanto a la frecuencia de las corrientes
sinapticas miniaturas inhibitorias (mIPSCs), no asi con respecto a la amplitud (Fig. 11C
y D). La cuantificacion de estos parametros cinéticos (frecuencia y amplitud) se
graficaron para evaluar los efectos iABo en ambos tipos de neurotransmision (Fig. 11E
y F). Junto con esto, también se cuantifico el rise-time y tiempo de decaimiento, que
entregan informacidon acerca del tiempo que toma el canal en alcanzar la conformacion
abierta y cerrada, respectivamente, una vez que se activa por el ligando (Fig. 11Ey F).
En el caso del canal de AMPA, encontramos diferencias significativas en cada uno de los
parametros cuantificados (Fig. 11E, F, G y H). Interesantemente, en el caso del
receptor de GABAx, y de manera contraria a lo observado con el canal de AMPA, el evento

promedio con iABo exhibié un aumento estadisticamente significativo en el tiempo de
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decaimiento (decay-time), indicando que bajo estas condiciones cuando el canal se abre
en respuesta a la liberacién pre-sinaptica de GABA, este permanecid abierto por mas

tiempo con respecto al control [102]

En conclusion, estos experimentos sugieren que iABo afecta, diferencialmente y
de manera importante, los parametros sinapticos de la transmision AMPAérgica

(excitatoria) y GABAérgica (inhibitoria).

Repetimos este experimento en rebanas de hipocampo de un ratén adulto (ex
vivo), registrando en la zona SP-CA1, y encontramos que los resultados fueron similares
a los encontrados in vitro. En este caso, la presencia de iABo aumentd la frecuencia,
tanto en las corrientes AMPAérgicas como GABAérgicas y so6lo en la amplitud para las
primeras (Fig. 12A, B, C, D). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
en los parametros de rise-time y tiempo de decaimiento (datos no mostrados). La
explicacion a este fendmeno podria estar en el hecho de que en el cultivo celular se
registra una poblacion heterogénea de neuronas que provienen de diferentes areas del
hipocampo y por lo tanto podrian exhibir diferentes propiedades sinapticas, ademas del
hecho de que son neuronas aisladas de embriones, mientras que en la rebanada de
cerebro se trata de neuronas de ratén adulto y en donde sdlo se registro en las neuronas
piramidales de la region CA1 del hipocampo (una poblacion homogénea). A pesar de
estas diferencias, se corrobord que el efecto de iABo en la frecuencia y amplitud también
ocurrié en una sinapsis madura en la regién CA1 del hipocampo en el cerebro de un
raton, lo cual refleja que los efectos de iABo también ocurren en una sinapsis adulta en

estado nativo.

Posteriormente, se realizaron estudios de corrientes evocadas. Estos se
caracterizan por la aplicacion externa de un ligando mediante un sistema de perfusion
[103], midiendo la corriente que “evoca” este ligando al activar los receptores post-
sinapticos. A diferencia de las corrientes sinapticas, las corrientes evocadas se producen
por la activacion de los receptores sinapticos como extra-sinapticos (fuera de la
sinapsis), mientras que las corrientes sinapticas sdlo reflejan la funcién de los primeros.

En este caso se examinaron corrientes evocadas excitatorias AMPAérgicas y corrientes
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evocadas inhibitorias GABAérgicas en presencia y ausencia de iABo. En el caso de las
corrientes evocadas por AMPA, los resultados mostraron que la presencia de iABo
potencié la respuesta al ligando AMPA (Fig. 13A). Esto se evidencié por un aumento
significativo en cerca de 2 veces en la amplitud de la corriente evocada (Control I
normalizada: 1.00 £+ 0.06 v/s iABo: 1.95 + 0.22, p < 0.001, t-test) (Fig. 13B). Esto no
ocurrio con la aplicacién extracelular de GABA, y tanto en el control como en la condicion

con iABo, las neuronas evocaron corrientes de magnitud similares (Fig. 13C y D).

En conclusion, estos resultados demuestran que iABo afecta ambos tipos de
neurotransmision, excitatoria e inhibitoria, pero los efectos fueron mas significativos en
la transmision AMPAérgica que GABAérgica. Esto nos impulsé a preguntarnos y a
investigar en mayor profundidad el(los) mecanismo(s) que podria(n) estar mediando

este efecto sobre la transmisién excitatoria AMPAérgica.
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Figura 11. ABo intracelular afecté propiedades de corrientes mPSCs mediadas por
receptores ionotropicos de AMPA-R y de GABA (GABAA-R) (in vitro). A, B, C, D, Registros
sinapticos representativos de corrientes sinapticas miniaturas AMPAérgicas (A) y GABAérgicas (C)
en condicidn control y con aplicacidn intracelular de AB 500 nM, respectivamente. Al costado de
cada registro se observa un evento sinaptico promediado (100 eventos sinapticos, B y D) de cada
una de las condiciones evaluadas en este experimento. E, F, G, H Cuantificacion de la frecuencia,
amplitud, rise-time y tiempo de decaimiento de las corrientes miniaturas AMPAérgica vy
GABAérgicas en las condiciones experimentales descritas previamente. Se observa que en el caso
de las corrientes AMPAérgicas todos los parametros cuantificados cambiaron significativamente
con respecto a la condiciéon control, mientras que en las corrientes GABAérgicas sélo aumenté la
frecuencia y el tiempo de decaimiento. Los graficos de barras representan el promedio £ SEM. *
denota p < 0.05, ** p < 0.005 (t-test). n=22 de 5 experimentos independientes.
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AMPAérgicas y GABAérgicas en neuronas en la region CA1 de rebanadas de hipocampo
(ex vivo). A, B, Registros sinapticos representativos de corrientes sinapticas miniaturas
AMPAérgicas (A) y GABAérgicas (C) en condicidn control y con aplicaciéon intracelular de AB 500
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representan el promedio £ SEM. * denota p < 0.05 (t-test). n=12 de al menos 3 experimentos
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3.2. Objetivo especifico 2. Caracterizar el mecanismo por el cual AB

intracelular aumenta la transmisién excitatoria AMPAérgica

Previamente los resultados mas significativos correspondieron al efecto en la
frecuencia, amplitud de las corrientes AMPAérgicas en presencia de iABo. Nuestra
aproximacion abordd, en primera instancia, el estudio del efecto sobre la amplitud (que
corresponde a un efecto post-sinaptico) y que fueron examinados en este objetivo),
mientras que el efecto en la frecuencia, que corresponde a un efecto pre-sinaptico, se

abordd en el objetivo especifico nimero 3.

Un analisis mas detallado de la literatura en relacién al receptor de AMPA nos
permitid determinar los posibles mecanismos por los cuales podria estar siendo
modulado por iABo. En ella se describe que los receptores de AMPA son responsables de
la transmision excitatoria rapida en el sistema nervioso central y la composicion de
subunidades del receptor determina sus propiedades y caracteristicas [47]. Este posee
4 subunidades: GluAl, A2, A3 y A4, que se ensamblan diferencialmente para producir
subtipos de receptores especificos [49]. En el dominio intracelular C-terminal, estas
subunidades presentan diferentes motivos, entre ellos los mas destacados corresponden
a dominios de unién (que permiten interaccionar con proteinas de la densidad post-
sinaptica) y que a su vez regulan su insercién en la sinapsis [48], asi como también
aminoacidos que constituyen un blanco de quinasas intracelulares [104]. En relacion a
lo anterior, la fosforilacion de canales ionotrdpicos juega un papel preponderante en la
regulacién de la funcion sinaptica [105] y se ha demostrado que la perfusion intracelular
de PKCM (una forma constitutivamente activa de PKC) aumenta la respuesta sindptica
mediada por el receptor AMPA de manera similar a lo que habiamos observado
previamente en nuestros registros con iABo [106], [107]. Teniendo en cuenta lo anterior,
y considerando que se trata de un efecto rapido, es que se decidid realizar el registro
utilizando intracelularmente un inhibidor de PKC (Queleritrina, 2.5 uM) y evaluar si el
efecto que iABo tenia en las corrientes evocadas por AMPA era dependiente de esta
quinasa. Los resultados mostraron que iABo aumento la corriente evocada por AMPA en

relacion al control (Fig. 14A y B), pero en presencia del inhibidor ocurrié una
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disminucién significativa de esta, alcanzando valores similares a los del control en donde
sOlo se aplicd Queleritrina 2,5 uM (Fig. 14C y D). La cuantificacién de la amplitud (reflejo
de lo que ocurre en el compartimiento post-sinaptico) de la eEPSC muestra un aumento
estadisticamente significativo de iABo con respecto a todas las condiciones ensayadas
(Fig. 14E). Estos datos sugieren que la via intracelular de PKC esta involucrada en el

efecto de iABo a nivel post-sinaptico.

Posteriormente, y bajo las mismas condiciones ensayadas en el experimento
anterior se midieron las corrientes sinapticas miniaturas AMPAérgicas. En este caso se
encontré que el efecto de iABo sobre la frecuencia y amplitud de las mEPSCs estaba
disminuido al co-aplicarlo junto con Queleritrina 2,5 uM (Fig. 15A, B, C y D). El efecto
se evidencié de mejor manera al cuantificar ambos pardmetros para todas las
condiciones experimentales ensayadas con y sin aplicacion del inhibidor (Fig. 15E). Esto
fue interesante, pues demostré que el efecto de iABo sobre la frecuencia y amplitud de
las corrientes sinapticas miniaturas AMPAérgicas involucraba la via de PKC, sugiriendo
que el efecto de esta quinasa en la sinapsis excitatoria compromete al compartimento

pre- y post-sinaptico.

Ambos experimentos demostraron que la amplitud de la corriente AMPAérgica en
presencia de iABo es afectada por una via de sefializacién que involucra a PKC. Nuestros
datos aportan un punto de vista novedoso para responder por qué iABo tendria un efecto

predominantemente sobre la transmision excitatoria AMPAérgica.
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Figura 14. La inhibicion de PKC disminuye el efecto de ABo en las corrientes evocadas
por AMPA. A, B, C, D, Registros representativos de corriente post-sinapticas evocadas por
aplicacion extracelular de AMPA en ausencia (A) y presencia de ABo 1000 nM (B). Se observa que
en presencia de ABo existe una potenciacién de la respuesta del receptor de AMPA y esta corriente
disminuye aniveles control cuando se co-aplica ABo junto con el inhibidor de PKC (Queleritrina 2.5
MM) dentro del electrodo de registro (D). Se observa que el inhibidor por si solo no afecta la
amplitud de la corriente evocada de AMPA (C). Las lineas segmentadas en rojo indican el nivel de
la corriente maxima alcanzada (Ivwax). Al costado izquierdo de cada registro se muestra el esquema
de cada una de las condiciones ensayadas en el experimento. E, Cuantificacion de la amplitud de
la corriente promedio evocada por AMPA para cada una de las condiciones descritas previamente.
Los graficos de barras representan el promedio £ SEM. * denota p < 0.05 (t-test). n=9 de al
menos 3 experimentos independientes.
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Figura 15. El efecto de ABo sobre las corrientes sinapticas miniaturas AMPAérgicas es
dependiente de PKC. A, B, C, D, Registros representativos de corrientes post-sinapticas
miniaturas AMPAérgicas en ausencia (A) y presencia de ABo 1000 nM (C). Se observa que en
presencia de ABo existe un aumento de la frecuencia y la amplitud de estas corrientes, y ambos
parametros disminuyen significativamente al co-aplicar ABo intracelular junto con Queleritrina 2.5
MM (D). Queleritrina no tiene un efecto per se en las corrientes sinapticas evaluadas (B). Al costado
derecho de cada registro representativo se observa un evento sinaptico promediado (100 eventos
sinapticos) de cada una de las condiciones evaluadas en este experimento. E, Cuantificacion de la
amplitud de la corriente promedio evocada por AMPA para cada una de las condiciones descritas
previamente. Los graficos de barras representan el promedio + SEM. * denota p < 0.05, ** p <
0.005 (t-test). n=9 de al menos 3 experimentos independientes.
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Se ha descrito que muchos de los efectos mediados por PKC, en especial a nivel
post-sinaptico, requieren de un aumento de la concentracién de Ca?* intracelular
(i[Ca2*]) [108]. Por este motivo, se evaluaron los efectos de iABo en las corrientes
sinapticas miniaturas, utilizando dos quelantes de Ca?* diferentes: BAPTA y EGTA.
Cuando estan presentes en la solucion interna del electrodo, ambos unen Ca2* con alta
selectividad y afinidad, pero el primero es superior en cuanto a velocidad para quelar
Ca%* y no posee mayores cambios en su capacidad de tamponamiento con cambios de
pH [109]. Como resultado de esto, en la condicién con EGTA habrd un aumento de la
i[Ca%*]. Es importante destacar que, hasta estos resultados, todos los registros
mostrados anteriormente se obtuvieron en presencia de BAPTA 10 mM (dentro de la
pipeta de patch) y el objetivo de este experimento es comparar el efecto de iABo en

presencia de otro quelante (EGTA).

La utilizacion de ambos quelantes tuvo efectos diferenciales en la frecuencia de
las corrientes miniaturas (Fig. 16 A): al utilizar BAPTA 10 mM en la solucién interna de
registro (condicién control) la frecuencia alcanzé un valor promedio de 0.14 = 0.01 Hz
(Fig. 16 B, barra en negro), y esta aumento a 0.58 + 0.05 Hz al aplicar iABo (Fig. 16
B, barra en rojo), es decir este parametro aumento en cerca de 4 veces con respecto
a su control y esto fue lo que se expresé como % de cambio en el grafico superior (Fig.
16 B1, barra roja). Cuando se empled EGTA 5 mM la frecuencia aumentd de 0.31 +
0.02 Hz en la condicién control (Fig. 16 B, barra en gris) a 0.73 = 0.07 Hz en presencia
de iABo (Fig. 16 B, barra en azul), aumentando este parametro en sélo 2.3 veces con
respecto al control. Esto también se graficé como % de cambio (Fig. 16 B1, barra azul).
Entonces al comparar el efecto de iABo en la frecuencia de mPSCs, observamos que al
quelar el Ca?* intracelular en casi su totalidad (condicién con BAPTA 10 mM) el efecto es
mayor que en la condicion con EGTA 5 mM, donde existe mas Ca?* citosdlico libre.
Adicionalmente, se puede observar que existe una diferencia en ambas condiciones
controles: por ejemplo, al comparar el control de BAPTA (Fig. 16 B, barra en negro)
con respecto al control de EGTA (Fig. 16 B, barra en gris), se observo que hay un
aumento en la frecuencia, lo cual indicé que al aumentar el Ca?* citosolico libre en la

célula registrada aumento6 también la frecuencia de las corrientes sindpticas miniaturas.
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No obstante, y como se menciond previamente, al aumentar el Ca?* citosdlico (condicion
con EGTA) y adicionar iABo no se observd un aumento tan significativo con respecto a
los experimentos con BAPTA, sugiriendo que el efecto de iABo sobre la frecuencia de las
corrientes sinapticas es complejo y es dependiente de la [Ca%*] citosdlico hasta cierto

punto.

Por otra parte, para la amplitud de las mPSCs no se observaron diferencias en el
cambio de la respuesta al aplicar iABo en presencia de BAPTA o EGTA (Fig. 16 C), pues
en ambos casos el porcentaje de cambio con respecto al control fue ~120 % (Fig. 16
C1), indicando que el efecto de iABo en la amplitud de las corrientes sindpticas es

independiente de la [Ca?*] citosdlico.

En conclusién, los experimentos del objetivo especifico 2 nos permiten concluir
que el efecto de iABo en la frecuencia de las corrientes sinapticas, y en la amplitud de
las corrientes sinapticas y evocadas dependen de PKC. Ademas, el efecto de iABo sobre
la frecuencia de mPSCs es complejo de interpretar pues existe un porcentaje de cambio
mayor al utilizar BAPTA en vez de EGTA (Fig. 16 C1). Sin embargo, es interesante notar
que BAPTA y EGTA en condiciones control (sin iABo) son diferentes, y de hecho con EGTA
la frecuencia aumenta a mas del doble. De eso, se esperaba que al aplicar iABo,
aumentara aun mas la frecuencia de las corrientes sinapticas miniaturas, pero se
observd lo contrario (disminuyd). Por tanto la disminucion que se observa en el
porcentaje de cambio en la condicion con EGTA y iABo podria deberse a que el efecto
quizas ya estaba saturado y habia mucho Ca?* libre en el citosol. De esto, interpretamos
que el efecto iABo es, hasta cierto punto, Ca?*-dependiente, pero no depende en su
totalidad de la presencia de Ca?* citosdlico para poder ejercer su efecto y no podemos
descartar de que haya o no un efecto sumativo con calcio adicional. Por otro lado, el
efecto en la amplitud es claro y no se muestran diferencias significativas en la amplitud

al aumentar el Ca2* citosodlico.
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Figura 16. Figura 12. Aumento del nivel de Ca2+ post-sinaptico afecta las acciones
intracelulares de ABo en la frecuencia y no en la amplitud de las corrientes sinapticas
miniaturas. A, Registros representativos de corrientes post-sinapticas miniaturas en presencia
de 2 agentes quelantes de Ca2* diferentes en la solucidn interna del electrodo: BAPTA 10 mM vy
EGTA 5 mM. En negro y gris se observan los trazos controles de corrientes mPSCs sin la aplicacion
de APo para BAPTA y EGTA, respectivamente, mientras que en rojo y azul se muestran registros
en presencia de ABo 1uM utilizando una solucién interna con BAPTA y EGTA, respectivamente. B,
C, Cuantificacién de la frecuencia y amplitud de las mPSCs en las cuatro condiciones ensayadas
en el experimento. B1 y C> corresponden al porcentaje de cambio de la frecuencia y amplitud de
mPSCs entre la condiciéon control y la condicién con ABo para los dos quelantes utilizados. Los
graficos de barras representan el promedio + SEM. ** denota p < 0.005, *** p < 0.001. (t-test).
n=9 de 3 experimentos independientes.
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3.3. Objetivo especifico 3. Caracterizar la naturaleza del mecanismo
de senalizacion retrograda de una concentracion baja de AB en la

neurona post-sinaptica.

Como se menciond previamente al inicio del objetivo especifico 2, el efecto de
ABo en la frecuencia de las corrientes sinapticas miniatura, que corresponde a un efecto
pre-sinaptico, se abordd en este objetivo. Los datos previos sugieren la presencia de una
senal retrégrada que transmite sefales desde la neurona post-sinaptica (donde se aplica
ABo) a los botones pre-sindpticos para aumentar la liberacién de neurotransmisores.
Considerando la rapidez del efecto y los datos presentes en la literatura, un mensajero
retrogrado candidato que estd muy involucrado invocado en otros ejemplos de
regulacidon pre-sinaptica es el 6xido nitrico (NO) [85], [86], [110]-[113]. Es importante
considerar que para todos los registros realizados en este objetivo se utilizaron bajas
concentraciones de iABo, las cuales no afectan la amplitud de las corrientes sinapticas

miniaturas, sino que soélo la frecuencia de estas.

En base a esto, se utilizd la siguiente estrategia metodoldgica: se realizé un
registro simultdneo de corrientes sinapticas miniatura (mPSCs) y niveles relativos de NO
en neuronas hipocampales. Para la cuantificacion de NO se utilizé la sonda fluorescente
DAQ (1,2-diaminoantraquinona), la cual ha sido previamente utilizada para este fin
[114], [115]. Ademas, no sdlo se cuantificd la fluctuacion de los niveles relativos de NO
en la célula registrada (RN) (Fig. 17A, en magenta), sino que también de las neuronas
vecinas (NN) (Fig. 17A, en verde). La primera aproximacion que se utilizé fue co-
aplicar iABo junto con una molécula donante (SNAP 300 uM, en gris) o secuestrador de
NO (C-PTIO 200 pM, en purpura) y cuantificar la frecuencia de las corrientes mPSCs. La
aplicacién de estas dos moléculas, tuvieron efectos minimos en la frecuencia de las
corrientes mPSCs de la neurona registrada (RN): por un lado SNAP aumenté levemente
la frecuencia (Fig. 17B y C, en gris), mientras que C-PTIO no tuvo ningun efecto
significativo (Fig. 17B y C, en purpura) y se comporté de la misma manera que el
control (Fig. 17B y C, en negro). De la misma manera, se observd un aumento

significativo de los niveles de la fluorescencia asociada a NO en RN al tratar con SNAP
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(Fig. 17D y E, gris) comparado con el control (Fig. 17D y E, en negro), mientras C-
PTIO no tuvo ningun efecto significativo (Fig. 17D y E, en puarpura). Este patrén se
repitid en las neuronas vecinas (NN), puesto que el control presentaba ciertos valores
de fluorescencia (Fig. 17F y G, en negro), y estos aumentaron significativamente al
tratar el pocillo con SNAP (Fig. 17F y G, en gris), pero la incubaciéon con C-PTIO no

exhibié mayores diferencias con respecto al control (Fig. 17F y G, en purpura).

Por su parte, la presencia intracelular de ABo aumenté tanto la frecuencia de las
corrientes miniaturas (Fig. 17B y C, en rojo), asi como también los niveles de
fluorescencia relativa de NO en RN (Fig. 17D y E, en rojo) y en NN (Fig. 17F y G, en
rojo). Interesantemente, al co-aplicar intracelularmente SNAP junto con ABo dentro del
electrodo de registro, observamos un efecto sinérgico entre ambos, aumentando la
frecuencia de las mPSCs (Fig. 17B y C, en azul), asi como también la generacion de
NO en RN (Fig. 17D y E, en azul). De la misma manera, se observaron aumentos

significativos en los niveles de NO producidos en NN (Fig. 17F y G, en azul).

Por otro lado, la utilizaciéon de C-PTIO tuvo el efecto opuesto. Al aplicar iABo en
neuronas que habian sido previamente incubadas con C-PTIO se produjo una
disminucién significativa de la frecuencia de los eventos sindpticos con respecto al pocillo
que no recibié tratamiento alguno, lo cual se vio reflejado en la disminucién del valor de
la frecuencia de las mPSCs (Fig. 17B y C, en celeste). Ademas, el efecto de iABo sobre
la produccion de NO en la neurona RN y las neuronas NN también se vio afectada por la
presencia de C-PTIO, disminuyendo significativamente a niveles del control, tanto en la
neurona RN (Fig. 17D y E, en celeste) como en las NN (Fig. 17F y G, en celeste).
Estos resultados muestran que iABo produce un aumento significativo de los niveles de
NO en la neurona registrada asi como en las neuronas adyacentes a esta, sugiriendo que
NO, mediante su difusién a la pre-sinapsis, estaria aumentando la liberacion de
neurotransmisores al espacio sinaptico [85], [86], amentado asi la frecuencia de las

corrientes sinapticas miniatura.

67



A B control
Recorded Neuron (RN) e b W
Neighboring Neurons (NN) | |

C-PTIO 200 uM

WNW

4 AB 200 nM
] m——— ™ Ayt

SNAP 300 puM + AB 200 nM
<
T —
5s
Miniature Post-synaptic Currents ———

c e Control G .
RN e SNAP RN t=20 min
201 : Z;PTIO 14
Tjs:T } e SNAP +Ap ~ 1.2
< 15 C-PTIO+A8 L 1.0.
g ? '}’.}'}{H'}‘}; S o8]
“g’_to- §§O§§Q§6.; C 0.6
o ) 8 0.4
- ] =
SETHH T * 4
; ?é 10 15 20 .
Time (min)
NO fluorescence measurements
D o Contro E F : Control G
. : EN;-{FI’OI RN t:zo%il NN : IS(::PI'\I'TO NN t =20 min
520]0 Sapens 20 S o e
T 18] ofmorA HHHH} '5 I HHHMHHH
g8, | 5 9 1ol ST
T 3G 1o sttt
g S 14 H #HH% 1.0 g - % “}
iﬁ@ i o
510 ‘ff?i-i-%é?iﬁié%%é%ﬂ 3 10 M?H sintiieh
BT 0 5 2 o0 5 10 15 20
Time (min) Time (min)

Figura 17. Oxido nitrico (NO) participa en el efecto de iABo sobre la frecuencia de las
corrientes sinapticas miniaturas. A, Micrografia obtenida en microscopio de epifluorescencia
mostrando la zona del cultivo en la cual se examinaron las corrientes sindpticas miniatura de la
neurona registrada (RN, en magenta), asi como también la fluorescencia de una molécula
indicadora de NO de RN y de las células adyacentes a RN (NN) (en verde). B, C, Registros
representativos de corrientes post-sindpticas miniaturas en ausencia (en negro) y presencia de
ABo 200 nM (en rojo) junto con la co-aplicacién de una molécula donante (SNAP 300 pM, en gris)
o secuestrador de NO (C-PTIO 200 uM, en purpura). Se observa que SNAP per se tiene un efecto
en la frecuencia de las corrientes sinapticas, pero al co-aplicarlo con ABo (en azul) este efecto
aumenta considerablemente, incluso sobrepasando el efecto que tiene ABo por si solo. Por el
contrario, la aplicaciéon de C-PTIO no afectd la frecuencia de las mPSCs, pero si disminuy6 a niveles
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del control el efecto intracelular de ABo en las corrientes sindpticas miniaturas (en celeste). El
grafico de barras en (Ci1) se obtuvo a partir de los datos registrados a tiempo 20’ en grafico C. D,
E, F, G, Registro de la fluorescencia de DAQ obtenido desde la neurona registrada (RN) (Dy E) y
de las neuronas adyacentes (NN) (F y G). Se aprecia que, tanto para la célula RN como para las
NN, existe un aumento de NO al aplicar ABo intracelular en la neurona RN. Y ese efecto aumenta
significativamente cuando se co-aplica ABo junto con SNAP. De manera opuesta la co-aplicacion
de ABo con C-PTIO disminuyd a niveles del control la fluorescencia de NO. Los graficos de barras
y de lineas representan el promedio £ SEM. * denota p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001 (t-
test). n=9 para RN y n>50 para NN de 3 experimentos independientes. A menos que se
especifique, cada comparacidn estadistica se realizé con respecto a su control.

Para identificar el origen de NO, decidimos utilizar un inhibidor no selectivo de
oxido nitrico sintasa (NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)), nuevamente
registrando simultdneamente las corrientes mPSCs junto con la fluorescencia de NO en
RN y en NN, de la misma manera que en el experimento anterior. La pre-incubaciéon de
neuronas hipocampales con L-NAME no mostré diferencias significativas en la frecuencia
de las corrientes miniaturas con respecto al control sin pre-incubacién con L-NAME (Fig.
18A - C, en gris), pero si disminuy0 significativamente los niveles de NO en la neurona
registrada (RN) (Fig. 18D y E, en gris) y en las neuronas aledafias a RN (NN) (Fig.
18F y G, en gris). Por su parte, iABo tuvo el efecto esperado y aumentd la frecuencia
de las mPSCs (Fig. 18A - C, en rojo) al mismo tiempo que se incrementaron los niveles
de NO en la célula registrada (RN) y en neuronas aledafias (NN) (Fig. 18D - G, en
rojo). Interesantemente, la pre-incubacién del cultivo neuronal con L-NAME 200 uM por
20-30 minutos redujo en ~ 50% el efecto de iABo en la frecuencia de las mPSCs (iABo:
0.832 = 0.088 Hz v/s iABo + L-NAME: 0.407 £ 0.061 Hz, p < 0.005, ANOVA post-hoc
Bonferroni) (Fig. 18A - C, en azul). Esta disminucidén en la frecuencia de las mPSCs se
correlaciona con la disminucion de los niveles relativos de NO de la neurona RN y en las
neuronas NN (Fig. 18D - G, en azul). Estos datos sugieren que al introducir ABo en el
compartimento intracelular se produce la activacién de una sintasa de NO en la
célula post-sinaptica registrada, aumentando de esta manera los niveles de NO, los
cuales pueden activar la liberacion de neurotransmisores a nivel pre-sinaptico,

aumentando la frecuencia de las mPSCs.

Se sabe que el inhibidor utilizado en el experimento anterior afecta las 3
isoformas de o6xido nitrico sintasa (NOS) presentes en neuronas hipocampales: la

isoforma neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS) [116]. Por otra
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parte, existen antecedentes que demuestran que la inyeccidén intra-cerebral de AR
participa en procesos de produccion de intermediarios reactivos de nitrogenos (RNIs)
desde microglia, astrocitos y neuronas, por si solo o en combinacién con citoquinas; y
en este proceso iNOS juega un rol preponderante [110], [117], [118]. Adicionalmente,
estudios confirman la inmuno-reactividad de iNOS en neuronas en cerebros de pacientes
con EA [111], [112], [119], [120] y la utilizaciéon de inhibidores selectivos de iNOS

reducen significativamente los efectos de AB extracelular sobre la sinapsis [121].

Estos antecedentes, junto con los datos obtenidos hasta ese momento nos
permitieron postular que la isoforma inducible de la NOS (iNOS) podrian estar
involucrada en los efectos pre-sinapticos de iABo. Por estos motivos y para poder
complementar la informacion obtenida hasta ese momento, se realizé un experimento
en condiciones muy similares a las previas, pero utilizando un inhibidor especifico de la
isoforma iNOS (1400W). La pre-incubacion con 1400W 200 uM por 24 horas [122] no
produjo diferencias significativas en la frecuencia de las mPSCs con respecto al control
sin esta molécula (Fig. 19A — C, en negro y gris), indicando que por si sola no tiene
mayores efectos en la transmisidn sinaptica, ni en la produccion de NO en las neuronas
RN o NN (Fig. 19D - G, en negro y gris). Sin embargo, al aplicar iABo en un cultivo
que ha sido pre-incubado con 1400W, no encontramos diferencias significativas en la
frecuencia de actividad sinaptica (Fig. 19A - C, en azul) con respecto al cultivo que no
fue pre-incubado con este inhibidor (Fig. 19A = C, en rojo), ni tampoco en los niveles
de NO en las neuronas RN y NN (Fig. 19D - G, en rojo y azul). Esto resultados nos
permiten concluir que la isoforma iINOS no estaria involucrada en los efectos de ABo

sobre la neurotransmision.

Esto nos sugirid que, si ABo estaba aumentando la sintesis de NO, debia hacerlo
a través de las otras dos isoformas presentes en neuronas, eNOS y nNOS [116], [123].

No obstante, la presencia de Ca?* es requisito fundamental para la funcién de esta

Gltima. Considerando que realizamos estos registros en presencia del quelante BAPTA y

que L-NAME es un inhibidor que posee grados de inhibicidn similar para ambas isoformas
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[124], [125], es que excluimos a la nNOS en el efecto de iABo sobre la produccién de

NO, por lo cual los datos sugieren que es eNOS la enzima involucrada.
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Figura 18. La sintasa de oxido nitrico media los efectos de iABo en la frecuencia de las
corrientes sinapticas miniaturas. A, B, C, Registros representativos y cuantificacién de la
frecuencia de corrientes post-sinapticas miniaturas en ausencia (en negro) y presencia de ABo 200
nM (en rojo), junto con la pre-incubaciéon de un inhibidor de sintasas de dxido nitrico (L-NAME)
200 uM por 20-30 min. Se observa que L-NAME per se (en gris) no tiene un efecto en la frecuencia
de las corrientes sinapticas. Por otra parte, al pre-incubar el cultivo con L-NAME y aplicar ABo
intracelular (en azul), este efecto disminuye en ~60 %. El grafico de barras en (C) se obtuvo a
partir de los datos registrados a tiempo 20’ en C. D, E, F, G, Registro de la fluorescencia de DAQ
obtenido desde la neurona registrada (RN) (D y E) y de las neuronas adyacentes (NN) (F y G).
Se aprecia que, tanto para la célula RN como para las NN, se observa un aumento de NO al aplicar
ABo intracelular en la neurona RN, y ese efecto cambia significativamente cuando se aplica ApBo
en un cultivo que ha sido pre-incubado con L-NAME. Los graficos de lineas y de barras representan
el promedio £ SEM. ** denota p < 0.005, *** p < 0.001 (ANOVA). n=9 para RN y n>50 para NN
de 3 experimentos independientes. Al menos que se especifique, cada comparacion estadistica se
realizé con respecto a su control.
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Figura 19. Inhibidor de iNOS 1400W no afecta las acciones ABo sobre la frecuencia de
las corrientes sinapticas. A, B, C, Registros representativos y cuantificacién de la frecuencia de
corrientes post-sinapticas miniaturas en ausencia (en negro) y presencia de ABo 200 nM (en rojo)
(€), junto con la co-aplicacion de un inhibidor de iNOS (1400W) 200 uM por 24 horas. Se observa
que 1400W per se (en gris) no tiene un efecto en la frecuencia de las corrientes sinapticas. Por
otra parte, al pre-incubar el cultivo con 1400W y aplicar ABo intracelular (en azul), no cambia el
efecto de este sobre la frecuencia de las mPSCs. El grafico de barras en (C) se obtuvo a partir de
los datos registrados a tiempo 20'. D, E, F, G, Registro de la fluorescencia de DAQ obtenido desde
la neurona registrada (RN) (D y E) y de las neuronas adyacentes (NN) (F y G). Se aprecia que,
tanto para la célula RN como para las NN, se observa un aumento de NO al aplicar ABo intracelular
en la neurona RN, y ese efecto no cambia significativamente cuando se aplica ABo en un cultivo
que ha sido pre-incubado con el inhibidor de iNOS. Los graficos de lineas y de barras representan
el promedio £ SEM. * denota p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001. (t-test). n=9 para RN y
n>50 para NN de 3 experimentos independientes. A menos que se especifique, cada comparacion
estadistica se realizé con respecto a su control.
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4. DISCUSION

4.1. Efectos globales de iABo

Nuestros resultados mostraron que AR intracelular produjo efectos importantes a
nivel de la neurotransmisién, a través de mecanismos que involucran la participacion de
componentes pre-y post-sinapticos, alterando de esta manera la funcién neuronal. Este
efecto fue dependiente de la conformacién de iABo, ya que al pre-incubarlo con un
anticuerpo especifico para especies oligoméricas, inactivd el efecto sobre la
neurotransmision. Adicionalmente, la aplicacion de iABo denaturado o la secuencia
reversa tampoco mostraron efectos sobre las mPSCs. Por otra parte, los datos sugieren
que estos efectos serian tempranos, pues ocurren casi instantdneamente cuando
introducimos AB en el citoplasma neuronal. De esta forma, la presencia intracelular de
ABo corresponde a un evento que podria tener una importancia en las etapas iniciales
de la enfermedad. De hecho, la presencia de AP intracelular ha sido ampliamente
descrita en varios modelos murinos de EA y resulta interesante mencionar que en 3 de
los modelos mas utilizados, y en otros también, se ha visto una acumulacion intracelular
de AB previo al establecimiento de los déficits sindpticos ya bastante caracterizados [67],
[71]. De especial interés para esta tesis es el modelo murino APPE693A o mutacién
Osaka; esta variante de APP genera un AP mutante que presenta una delecion del
residuo de acido glutamico en la posiciéon 22 (AB E22A), no forma fibras amiloideas in
vitro y los pacientes con la mutacién carecen de depodsitos de placas amiloides en el
parénquima cerebral [126]. Estos ratones exhiben acumulaciones intracelulares de ABo
de manera muy rapida, y la patologia es mas acelerada que en otros modelos murinos
[127]. Aan mas, el péptido AB E22A forma facilmente oligémeros in vitro [126] y existe
una acumulacion exacerbada de esta especies dentro de células que han sido
transfectadas con un constructo conteniendo este gen mutado [128]. Ademas la
presencia de iABo se correlaciona directamente con el dafio severo de la plasticidad
sinaptica a la forma de LTP [127], y con la disminucién de proteinas importantes para la

funcion sinaptica [127].
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En nuestros resultados no encontramos déficits sinapticos, sino que al contrario,
vimos un aumento en la neurotransmisién excitatoria e inhibitoria, pero con efectos mas
marcados en la primera. Esto es interesante y plantea la pregunta de écomo AR
intracelular llega finalmente a producir una patologia sinaptica en primer lugar? Al
respecto, se ha visto que AR inicialmente induce un incremento en la funcidén de la
neurotransmision [26]; el problema es que este efecto no se puede mantener en el
tiempo e hipotetizamos que la funcidén neuronal comienza a decaer a consecuencia de
un agotamiento de la maquinaria celular para mantener este funcionamiento acelerado
por tiempos mas prolongados [129]-[131] y por excitotoxicidad [11], [132], [133],
agotando las vesiculas sinapticas y provocando una severa disfuncion de la
neurotransmision. Esto es lo que ha sido ampliamente descrito en la literatura en
modelos murinos de EA y que esta presente antes del inicio de los déficits cognitivos [5],

[134].
4.2. Efecto post-sinaptico de iABo

Los datos obtenidos muestran que iABo causa una potenciacién post-sinaptica a
través del aumento de la corriente mediada por los receptores de AMPA. Este efecto fue
considerablemente atenuado en presencia de un inhibidor de PKC (Queleritrina), dado
que redujo significativamente la amplitud de las corrientes AMPAérgicas evocadas y
miniaturas a niveles similares al control. Adicionalmente a PKC, se ha descrito que otras
quinasas presentes en neuronas de hipocampo, dentro de las cuales destacan PKA
(Proteina quinasa A) y CAMKII (Ca2+/Calmodulina Proteina quinasa II) pueden tener
efectos similares. Por ejemplo, CAMKII puede aumentar la conductancia del receptor de
AMPA [104] y ademas aumentar el nUmero de contactos fisicos sinapticos, mejorando
estructuralmente la conectividad que media la transmision excitatoria [135]. Por otra
parte, PKA puede aumentar el nimero de AMPAR en la sinapsis [136], asi como también
aumentar la liberacion de neurotransmisores a nivel pre-sinaptico [137]. Adicionalmente
y, durante el desarrollo de esta tesis, se publicé que iABo aumenta la amplitud de la
corriente mediada por el receptor de AMPA en respuesta a la presencia de iABo en

rebanadas de hipocampo [138]. Sin embargo, estos datos difieran de los nuestros en
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gue este efecto requeria de mas tiempo, era dependiente de calcio y ademas no era
mediado por PKC, sino que por PKA. Esto puede deberse a diferencias en la preparacion
de los oligdmeros o que simplemente PKC a tiempos mas prolongados no posee un rol
preponderante, y es PKA la quinasa que predomina en ese intervalo de tiempo. Nuestra
observaciéon de que el efecto se inhibe en presencia de Queleritrina descarta un rol
significativo o especifico de otra quinasa y apoya la idea de que el aumento en la
corriente del receptor de AMPA representa el mecanismo principal por el cual iABo podria

aumentar la despolarizacién a nivel post-sinaptico a través de PKC.

Por otra parte, la familia de quinasas PKC serina/treonina participa en diferentes
procesos a nivel de la neurotransmision, como por ejemplo, en la induccién y
mantenimiento de un fendmeno conocido como potenciacién a largo plazo (LTP, Long
Term Potentiation), una forma de plasticidad sinaptica que involucra un aumento estable
de la neurotransmisidon y es considerada como un correlato de procesos de memoria y
aprendizaje a nivel molecular [139]. Por tanto, esta forma de plasticidad y la formacion
de la memoria son altamente dependientes de la actividad de PKC [140], [141].
Generalmente la fosforilacién de PKC requiere tanto de Ca?* como diacilglicerol para la
activacion, aunque también existen isoformas atipicas de PKC (como PKMJ{), las cuales
no requieren de estos determinantes moleculares para su activacion [108]. De hecho,
PKMC constitutivamente activa ha sido objeto de una investigacion exhaustiva y se la ha
apodado como “molécula de la memoria", ya que se propone que es necesaria y
suficiente para mantener el LTP, sin necesidad de que haya un aumento en el Ca*?
intracelular [142], [143]. Especificamente, se observd que la perfusion intracelular de
PKMC a través del electrodo de registro es suficiente para producir LTP en rebanadas de
hipocampo [142] y que la inhibicién de PKMC afecta considerablemente la memoria y
revierte el fendmeno de LTP in vivo [144]. Interesantemente la isoforma PKM{ también
aumenta la transmision sinaptica excitatoria mediante la potenciacidon de la corriente
AMPAérgica en la membrana post-sinaptica [145], un efecto Ca*?-independiente muy
similar al que encontramos en este estudio. De esta manera, nuestros resultados se

correlacionan con datos ya publicados en la literatura y apoyan la idea de que los efectos
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intracelulares de AB sobre la potenciacion de AMPA, mediante la via de PKC,

son relevantes para la funcion neuronal.

4.3. Efecto pre-sinaptico de iABo: rol de 6xido nitrico

Por otra parte, PKC no sélo estd involucrada en la funcién neuronal a nivel post-
sinaptico. De hecho, las mismas quinasas involucradas en el aumento de las corrientes
AMPAérgicas descritas previamente (PKC, PKA, CAMKII), participan también en
mecanismos pre-sinapticos mediados por el neuromodulador gaseoso NO (éxido nitrico)
[146]-[148], y que son importantes para la funcidon neuronal. De hecho, es interesante
mencionar que en nuestros registros de corrientes miniatura con Queleritrina, no sélo se
observo una disminucion significativa de la amplitud de corrientes AMPAérgicas, sino que

también en la frecuencia a niveles similares del control. Esto da cuenta de que PKC

también podria estar participando de los efectos pre-sinapticos de iABo (Fig. 20).

De esta manera, NO tiene un rol preponderante en la homeostasis sinaptica,
tanto a nivel pre- como post-sinaptico. Nuestros datos sugieren que el NO estaria
implicado en los efectos pre-sinapticos de iABo en la transmisién sindptica, puesto que
en un rango amplio de concentraciones ABo aumentd la frecuencia de corrientes
miniatura, lo cual refleja un aumento en la liberaciéon de neurotransmisores al espacio
sinaptico. Esto se correlaciona con otros estudios que han mostrado que NO también
aumenta la liberacion de neurotransmisores desde la pre-sinapsis. Por ejemplo, un
estudio previo con una molécula donadora de NO resulté en una mayor frecuencia de
corrientes sindpticas inhibitorias espontdneas y miniaturas (sIPSC y mIPSC,
respectivamente) y por ende aumentando la transmision sinaptica GABAérgica en
neuronas de hipocampo cultivadas, sin aumentar la amplitud [149], los cual se asemeja
a lo encontrado en nuestra investigacion. También, se ha mostrado que esta liberacidon
seria independiente de la presencia de Ca?* citosdlico [150], lo cual se correlaciona
directamente con los datos de corrientes miniatura obtenidos en presencia de BAPTA en

nuestro estudio.
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Es interesante mencionar que nuestros datos no soélo se correlacionan con
estudios en sinapsis inhibitoria, sino que también con los resultados obtenidos por otros
grupos de investigaciéon que han estudiado el efecto de NO en la sinapsis excitatoria,
encontrando que NO también puede aumentar la liberacién de neurotransmisores hacia
el espacio sinaptico [151]-[153]. Mas aun, en la sinapsis glutamatérgica también se ha
observado que, tras la activacion de receptores ionotrépicos excitatorios post-sinapticos,
se produce la liberacion de NO desde la post-sinapsis, y que a su vez este difunde a la
pre-sinapsis, provocando una liberacion exacerbada de glutamato y un aumento estable
de la neurotransmision, fendmeno previamente mencionado y conocido como LTP [139].
Por lo tanto, tanto la evidencia presente en la literatura, como la obtenida en este trabajo
de tesis, sugieren que el mecanismo trans-sinaptico de éxido nitrico no es selectivo
para un determinado tipo de neurotransmision sinaptica, y que ocurre tanto en

la sinapsis excitatoria como en la inhibitoria (Fig. 20).

4.4. Origen post-sinaptico de NO

De manera complementaria, nuestros resultados con el inhibidor de NO sintasa
(L-NAME) descartan en que otras sefales retrogradas estén mediando el efecto pre-
sinaptico de iABo de manera importante. Especificamente, la participacién de la isoforma
inducible de NO sintasa (iNOS) fue descartada por nuestros resultados al utilizar un
inhibidor especifico. Sin embargo, en las condiciones experimentales ensayadas las
isoformas endoteliales y neuronales (eNOS y nNOS, respectivamente) si podrian estar
participando en la generacion de NO a partir de la neurona post-sinaptica para activar
la pre-sinapsis. Al respecto se sabe que nNOS requiere de la presencia de Ca?* para
sintetizar NO [154], mientras que en el caso de eNOS se ha visto que tanto en presencia
como en ausencia de Ca?* puede llevar a cabo su funcién [155]. Considerando este
antecedente, y el hecho de que L-NAME es un inhibidor mas especifico para nNOS y
eNOS que para iNOS, y que en nuestros resultados el efecto de iABo es independiente
de Ca?*, entonces es altamente probable que el aumento en frecuencia de corrientes
sinapticas que vemos sea principalmente dependiente de eNOS. Previamente se ha

observado que eNOS puede funcionar en ausencia de Ca?* en el sistema vascular, y
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aunque también se ha reportado su presencia y funcidn a nivel neuronal [123], [156], a
nuestro entender este es el primer reporte que sugiere que eNOS aumenta la liberacién
de NO y aumenta el vaciamiento de vesiculas sinapticas independiente de Ca?*.
Adicionalmente, otros antecedentes indican que el fendmeno de LTP en hipocampo
todavia ocurre en ratones knock-out (KO) para nNOS [156]-[158], asi como también
para modelos KO de eNOS [157]; sin embargo, este no ocurre en modelos KO en los
cuales AMBAS sintasas han sido inactivadas [156], [157], indicando que al menos la
presencia de una de ellas es necesaria para generar LTP. Esto es interesante para
nuestros resultados, ya que combinando esto con el antecedente de que el efecto es
independiente de Ca?*, no deja otra alternativa mas que para que eNOS esté mendiando
el efecto pre-sinaptico de iABo. Los mecanismos por los cuales ABo podria estar
aumentando la produccion de NO sin aumentar el Ca?* intracelular global en la post-
sinapsis son aun desconocidos, pero otra posibilidad involucra una interaccion directa
con la sintasa [159], [160]. Sin embargo, se requieren mas estudios para comprender
completamente los mecanismos especificos por los cuales iABo provoca un aumento

sostenido de NO en neuronas hipocampales.

En nuestros resultados observamos el efecto de NO a niveles somaticos y de
cierta forma emulando lo que podria estar ocurriendo en etapas tempranas de la
enfermedad, cuando comienzan a observarse las primeras acumulaciones intracelulares
de AB. Sin embargo, durante el desarrollo de la patologia, la senalizacion de NO se altera
a través de diferentes mecanismos: por ejemplo, existe un aumento de las sintasas de
NO (NOS) en modelos de EA y en cerebros humanos [119], [161]. Interesantemente,
en ratones 3xTg pre-sintomaticos, estas alteraciones (que favorecen la sintesis de NO)
ocurren al mismo tiempo en los que comienza la patologia sinaptica [161]. De hecho, en
el modelos de EA denominado APPSwDI (que posee 3 mutaciones en APP:
K760N/M671L, E693Q, D694N), se ha visto que NO exhibe propiedades
neuroprotectoras, y parece ser particularmente importante en la reduccion de muerte
celular [162], [163]. Sin embargo, podemos pensar que cuando la liberacion de NO se
sostiene en el tiempo puede tener consecuencias negativas para la funcién neuronal,

con efectos opuestos a los descritos en esta tesis, agotando las vesiculas sinapticas y
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provocando una severa disfuncion de la neurotransmision. Esto es lo que ha sido
ampliamente descrito en la literatura en modelos murinos de EA y que esta presente
antes del inicio de los déficits cognitivos, y se presenta como un aumento de la depresion
sinaptica, denominada depresién a largo plazo (LTD, Long Term Depression), fendmeno
opuesto al LTP [5], [134] y que ocurre producto de la neurotoxicidad mediada por AB
[164], [165]. Aun mas, a nivel celular la liberacién prolongada de NO también podria
causar estrés metabdlico, oxidativo y disfuncién en organelos como la mitocondria y el
RE, llevando finalmente a la muerte neuronal, eventos que también han sido reportados
en la literatura [166]-[170]. Por lo tanto, la actividad de NOS debe estar estrictamente
regulada para mantener la homeostasis celular y prevenir el dano sinaptico y celular a

futuro.

4.5. Efectos extra-sinapticos de iABo

Por otra parte, nuestros estudios con registros electrofisioldgicos asociados a
fluorescencia mostraron que no sodlo se producia NO en la neurona registrada que
contenia ABo, sino que también en neuronas adyacentes, sin que este se encontrara en
el compartimento citosdlico de estas células. Esto sugiere que existe un fendmeno en el
cual el efecto funcional de ABo se extiende hacia otras neuronas. Vale decir que, por
mecanismos alun desconocidos, ABo altera la funcion de neuronas hipocampales mas de
alld de dénde se encuentra presente (Fig. 20). Aqui ya no hablamos solamente de
efectos sinapticos propiamente tal, sino que de acciones extra-sinapticas, ya que AB esta
afectando la actividad sindptica no sélo de la célula en la cual se encuentra, sino que
también estd aumentando la funcién en otras células que forman parte de esa misma

red neuronal.

Es importante notar que estos efectos se observaron tanto para las moléculas
donadora como secuestradoras de NO, indicando que el NO presente en la neurona
registrada podria ser la molécula sefializadora para que las neuronas vecinas aumenten
también la produccidon de NO. De hecho, se ha descrito que NO es un gas que posee un
alto coeficiente de difusiéon (~3300 ym?/s) [171] y que es capaz de difundir desde la

célula que lo produce a una distancia de entre 150-300 um [172] y que el radio de
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Figura 20. Esquema final de efectos intracelulares de ABo sobre la neurotransmision y
la excitabilidad neuronal. Resumen esquematico de los efectos de iABo a nivel pre- y post-
sinaptico. Al estar presente en el compartimento post-sinaptico activa a PKC (1), la que a su vez
media la activacion de dxido nitrico sintasa (NOS) (muy seguramente su forma endotelial, eNOS).
Esto gatilla la produccién de NO a nivel post-sinaptico, el cual a través de un mecanismo
retrogrado, activa un aumento en la liberacion de neurotransmisores desde el compartimento pre-
sinaptico (2). Estos activan los receptores post-sinapticos GABA (en verde) y AMPAR (rosado), lo
cual se evidencié como un aumento en la frecuencia de las mPSCs GABAérgicas y AMPAérgicas,
respectivamente. Adicionalmente, PKC presente en la post-sinapsis aumenta la corriente del
receptor de AMPA (3), y sumado a los efectos anteriores, se produce un aumento en la
despolarizaciéon post-sinaptica, facilitando que los valores del potencial de membrana (Vm) se
acerquen al umbral para poder generar con mayor facilidad un potencial de accién. Esto repercute
directamente en la funcion neuronal, aumentando la excitabilidad de la célula (4). Por ultimo el
oxido nitrico liberado desde la post-sinapsis en la cual se encuentra iABo no fue la Unica fuente de
NO, sino que también iABo, seguramente mediante ese mismo NO producido, fue capaz de
aumentar la produccion de NO en neuronas aledafias, un fenédmeno que denominamos expansion
funcional del efecto de iABo.
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difusion de una fuente puntual (por ejemplo, en nuestro caso, una sélo célula neuronal)
que genera NO por 1-10 s corresponde a volumen que contiene ~2 millones de sinapsis
[173]. Por lo tanto, la posibilidad de proponer al NO como la misma molécula
sefalizadora del efecto funcional de AB hacia las otras neuronas de la red neuronal es
muy plausible. Sin embargo, mas estudios son necesarios para confirmar o no la

participacion de NO en el efecto de expansidn funcional de AB intracelular (Fig. 20).

Este fendmeno de expansién de efectos funcionales a células vecinas, se asemeja
bastante al efecto de priones del sistema nervoso, incluidos PrP (proteina Prion) y AB,
los cuales se han demostrado que pueden extenderse de una célula a la siguiente
alterando el plegamiento de otros péptidos, esparciendo la patologia a través del cerebro
[174], [175]. La diferencia es que en nuestro caso no existiria transmisién de la proteina
per se, sino que de los efectos funcionales que produce. Por ende, hemos adoptado el

término “esparcimiento funcional” para referirnos a este fendmeno.

4.6. Implicancias de los efectos pre- y post-sinapticos en la patologia:

Excitabilidad neuronal en EA

Las consecuencias del aumento de NO en células vecinas son variadas, pero entre
ellas la mas interesante para este estudio es que debido a que existe un nimero mayor
de células produciendo NO, existe una mayor probabilidad de aumentar la descarga de

neurotransmisores en zonas préximas, aumentando asi la despolarizacidén sinaptica

y posiblemente también la excitabilidad de la red neuronal. De hecho, el aumento

en la liberacion de aminoacidos excitatorios, como glutamato, esta asociado también a
la aparicién de convulsiones y neurotoxicidad [176]-[178]. Esto ha llevado a especular
que la produccidn excesiva de NO en la red neuronal podria estar implicada en epilepsia,
la cual se caracteriza por un aumento importante en la actividad neuronal, aumentando
la frecuencia de disparos PAs e incrementando la excitabilidad de la red neuronal [179],
[180]. Esto fue justamente lo que encontramos en nuestros estudios, y apoya la idea de
que el NO generado por la presencia de iABo, podria estar contribuyendo a la

excitabilidad neuronal observada en nuestros experimentos. De esta manera no
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podemos descartar que ABo de manera intracelular pudiese estar contribuyendo a la
actividad epileptiforme que exhiben los modelos murinos de AD y pacientes de EA [77],

(78], [79], [80].

A nivel post-sinaptico se ha visto que los receptores ionotropicos pueden ser
importantes modulares de la excitabilidad. Por ejemplo, se ha descrito que el receptor
de NMDA [181] o de acetilcolina (a-7n-AChR) [182], son algunos de los varios blancos
moleculares que, al ser activados post-sinapticamente, pueden contribuir a la hiper-
excitacion neuronal. En esta tesis se muestra que el receptor de AMPA estaria
mediando un efecto muy similar. Al respecto se ha visto que el aumento en la funcién
de este receptor podria estar participando en fendmenos de excitabilidad neuronal [183],
[184]. Por ejemplo, algunos afios luego del descubrimiento de bloqueadores selectivos
de AMPA [185], se demostré que estos antagonistas reducen o anulan de manera
significativa la actividad epileptiforme en neuronas de hipocampo [186], [187]. Esto
sugiere la existencia de un rol para este tipo de receptores de glutamato ionotrdpicos en
la mediacion de la actividad epileptiforme, y en especial, un requisito critico para los
receptores de AMPA en la generacidon de descargas epilépticas. La conclusion de que los
receptores AMPA son de importancia primordial para iniciar descargas epileptiformes fue
confirmada por estudios en otras regiones cerebrales relevantes para la epilepsia, como

la neocorteza o la corteza entorrinal [188]-[190].

Con respecto a lo anterior, existen varios reportes que muestran el rol que podria
estar jugando la actividad epileptoforme en modelos murinos de EA, asi como en
pacientes que padecen la patologia. En especifico, se ha visto que la acumulacion
intracelular de AR aumenta la duracién de los PAs evocados por inyeccion de corriente y
por ende la duracién de la despolarizacion y la excitabilidad de estas células [191], [192].
En contraste, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que el aumento en la
excitabilidad no depende de cambios en las propiedades del potencial de accién, como
el umbral, la amplitud o duracién del mismo, sino que mas bien de una alteracion en las
propiedades de la neurotransmisién de la neurona a nivel pre- y post-sindptico.

Independiente del mecanismo que esté modulando la excitabilidad, se trata de una
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alteracion que puede tener consecuencias devastadoras en el cerebro de una persona

que padece EA.

De esta manera la modulacién de la neurotransmision por iABo a través de PKC,
generando una potenciacion del receptor de AMPA y un aumento en la liberacion de
neurotransmisores mediante NO, podria estar intimamente relacionada con los cambios
estructurales que ocurren a largo plazo, y ademas podrian proveer de un mecanismo
para explicar lo que podria estar ocurriendo en etapas tempranas de la enfermedad a
nivel sinaptico. Precisamente porque la reversibilidad del dafio sinaptico en etapas
iniciales puede ser potencialmente un blanco terapéutico en la EA, la contribucién de
esta tesis se refleja en el estudio de nuevos mecanismos que podrian explicar los efectos
tempranos de AB intracelular en la actividad sinaptica. Esto es relevante para entender
y desarrollar estrategias farmacoldgicas que permitan revertir parcial o totalmente los
mecanismos moleculares por los cuales el péptido gatilla inicialmente la falla sinaptica

observada en los pacientes con EA.
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