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RESUMEN

Los astrocitos son células gliales que realizan funciones homeostéticas, ademas de
participar en la modulacion de la transmision sinaptica, la plasticidad sinaptica y
procesos cognitivos. Los astrocitos pueden integrar la actividad sinaptica a través
de incrementos de Ca?* citoplasmatico. Esta actividad de Ca?* también puede ser
provocada por la estimulacion sensorial. En la corteza somatosensorial primaria
(S1), se ha reportado que los astrocitos responden a estimulos somatosensoriales
codificando las propiedades intrinsecas del estimulo como la duracién y la
frecuencia, mientras que su papel en la corteza somatosensorial secundaria (S2),
permanece desconocido. El objetivo de esta tesis fue analizar la participacion de los
astrocitos en la modulacion de la red neuronal durante el procesamiento de
informacion sensorial en S2. Para ello, realizamos registros extracelulares unitarios
y multiunitarios en ratones anestesiados (C47BL/6) para caracterizar la respuesta
neuronal ante estimulos somatosensoriales. Nuestros resultados demuestran que
S1 y S2 presentan mecanismos de adaptacion ante la estimulacion repetida.
Posteriormente, activamos a los astrocitos a través de la expresion de DREADDs
en S2 mediante la inyeccion del virus pAAV-GFAP-hM3D(Gq)-mCherry. Estos
receptores fueron activados por la administracion intraperitoneal de su ligando
exdgeno N-oxido de clozapina (CNO) (1 mg/kg). Para la caracterizacién del efecto
de CNO en la actividad del Ca?*, monitoreamos la dindmica de Ca?* con un
microscopio en miniatura (Minoscope V4), usando el indicador GCaMP6f. Nuestros
resultados mostraron que la inyecciéon de CNO provoca aumentos de Ca?* que se
observan a partir de los 20 minutos con una duracion de una hora. Para la
evaluacion del efecto de la activacion de los astrocitos en S2 sobre las neuronas,
realizamos un protocolo de estimulacion eléctrica en la pata delantera (5 Hz, 3
pulsos), en presencia y ausencia de CNO. El analisis de las respuestas provocadas
se dividid en actividad espontanea y actividad provocada de latencia temprana
(primeros 50 ms) y tardia (siguientes 150 ms). Nuestros resultados demuestran que
la activacién de los astrocitos en S2 no modifica la actividad espontanea y aumenta
la actividad provocada de latencia temprana mientras que durante la latencia tardia
disminuye la actividad espontdnea. Finalmente comparamos la dindmica del
decaimiento de la respuesta provocada (adaptacion sensorial), en condiciones
control y posterior a la administracion de CNO. Encontramos que la activacion de
los astrocitos incrementa la adaptacion sensorial. Estos resultados sugieren que la
activacion de los astrocitos en S2 pueden contribuir a una mejor percepcion de los
estimulos sensoriales y mejorar el desempeiio conductual en la discriminacion tactil.



SUMMARY

Astrocytes are glial cells that perform homeostatic functions, in addition they also
participate in the modulation of synaptic transmission, synaptic plasticity, and
cognitive processes. Astrocytes can integrate synaptic activity through increases in
cytoplasmic Ca?*. This Ca?* activity can also be triggered by sensory stimulation. In
the primary somatosensory cortex (S1), it has been reported that astrocytes respond
to somatosensory stimuli by encoding the intrinsic properties of the stimulus such as
duration and frequency, while their role in the secondary somatosensory cortex (S2),
remains unknown. The aim of this thesis was to analyze the participation of
astrocytes in the modulation of the neuronal network during the processing of
sensory information in S2. For this purpose, we performed extracellular single-unit
and multi-unit recordings in anesthetized mice (C47BL/6), to characterize the
neuronal response to somatosensory stimuli. Our results show that S1 and S2
present mechanisms of adaptation in response to repeated stimulation.
Subsequently, we activated astrocytes through the expression of DREADDSs in S2
cortex by injecting pAAV-GFAP-hM3D(Gq)-mCherry virus. These receptors were
activated by intraperitoneal administration of their exogenous ligand clozapine N-
oxide (CNO) (1 mg/kg). For the characterization of the effect of CNO on Ca?* activity,
we monitored Ca?* dynamics with a miniature microscope (Minoscope V4), using the
indicator GCaMP6f. Our results showed that the injection of CNO causes increases
in Ca?* that are observed after 20 minutes with a duration of one hour. To assess
the effect of S2 astrocyte activation on neurons, we performed an electrical
stimulation protocol of the forepaw (5 Hz, 3 pulses), in the presence and absence of
CNO. Analysis of evoked responses was divided into spontaneous activity and early
latency (first 50 ms) and late (next 150 ms) evoked activity. Our results show that
astrocyte activation in S2 does not modify spontaneous activity and increases early
latency evoked activity while spontaneous activity decreases during late latency
response. Finally, we compared the dynamics of the decay of the evoked response
(sensory adaptation) in control conditions and after CNO administration. We found
that activation of astrocytes increases sensory adaptation. These results suggest
that the activation of astrocytes in S2 may contribute to a better perception of
sensory stimuli and improve behavioral performance in tactile discrimination.



INDICE

RESUMEN ... e e et e e e e e e e a e e e e e eaa s 3
SUMMARY .ttt e e et et e e e e e e e s s st e e e et eeeeeeaannnb b e et raeaeaeeeaannnrrees 4
1. INTRODUCCION......ciiietieeeieeeeeee ettt et eeaeeae e s 7
2. ANTECEDENTES ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnseeees 9
2.1 CIaSIfICACION ..o 11
FZ A U | 0 Tod (0] T F PP 12
2.3 SINAPSIS HPANTIA. ......coeeiiiiiiiiiii e 15
2.4 Herramientas para el estudio de 10S aStroCitos ...........ccccccvvvvviiiiiiiiieeeennn. 18
2.5 El procesamiento de la informacion sensorial ..........ccccccooviiiiiiiiiiiinnnnnnne 21
2.6 Los astrocitos participan en el procesamiento de la informacion sensorial
24
2.6.1  Medula espiNal........ccccceiiiiiiiiiiiiie e 25
2.6.2  COMeZa VISUAL.......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
2.6.3  BUIDO OIfatOri......ccccvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 26
2.6.4 Corteza SOMatOSENSONIAl .........cccvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 26
2.6.4.1 Corteza de l0S DarrileS.........iiiiii i 26
2.6.4.2 Corteza somatosensorial primaria y secundaria............cccccceeveeeen. 27
3. HIPOTESIS. ..ottt ettt ne e 28
N O ] = 0 o I V4 S 28
R 1= o 1= = | PP 28
4.2 PAIICUIAIES ..coeieiiiieeeeieeeeeeeeeee ettt 28
5. MATERIAL Y METODOS ......cooiiiiiieeeete ettt ee ettt 29
5.LANIMAIES ... 29
5.2 Cirugia @StEIrEOLAXICA .. uuvvveeieieeeeeeieiiiiieie e et e e e e e e e e e e e e e e e e e anes 29
5.3 Registro electrofisioldgico y estimulacion eléctrica ............ccceeevveeeviveeiiinnnnnn. 29
5.4 QUIMIOGENEATICA ......ceiiiiiiiieieee e 30
5.5 INMUNOFIUOIESCENCIA .......uiiiii e 31
5.6 Adquisicion de imagenes de CalCiO ..........ccoovvvviiiiiiiie i, 31
5.7 ANAIISIS A0S ....cciiiiiiiiiiii e 32
5.6 ANAlISiS StadiStiCO.........ccovviiiiiiiiii 34
6. RESULTADOS ... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e s nnnnnaees 35



7. DISCUSION.........

8. CONCLUSIONES

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cviiiiieeeeeeeeeeeeeee e



1. INTRODUCCION

Los astrocitos son un subtipo de células gliales presentes en el Sistema Nervioso
Central (SNC) (Yoon et al., 2017). Son las células gliales mas abundantes ya que
representan alrededor del 30% del numero total de células en el sistema nervioso
central (Liddelow y Barres, 2017), encontrandose en una proporcion de 1:1 respecto
a las células neuronales (Vasile et al., 2017). Se ha descrito que realizan funciones
homeostaticas como brindar soporte metabdlico y estructural a las neuronas
(Sofroniew y Vinters, 2010), participar en el mantenimiento del medio extracelular a
través de la recaptura de K* (Murakami y Kurachi, 2016; Bellot-Saez et al., 2017) y
la recaptura de neurotransmisores (Murphy-Royal et al., 2017; Mahmoud et al.,
2019), entre otros. Recientemente se ha propuesto que, debido a su relacién
anatomica y funcional con las neuronas, los astrocitos pueden establecer una
comunicacién bidireccional con las neuronas a través de sinapsis tripartitas (Farhy-
Tselnicker y Allen, 2018; Semyanov y Verkhratsky, 2021). Este concepto propone
que los astrocitos detectan la liberacion de los neurotransmisores durante la
transmision sinaptica y responden mediante incrementos de Ca?* intracelular, que
llevan a la liberacion de gliotransmisores (Araque et al., 1999). Asi, los astrocitos
pueden participar activamente en la transmision sinaptica (Perea y Araque, 2007),
plasticidad sinaptica (Navarrete y Araque, 2011), procesos cognitivos (Lépez-
Hidalgo et al., 2012) y durante el procesamiento sensorial (Ghosh et al., 2013; Lines
et al., 2020).

El procesamiento sensorial inicia cuando se activan mecanoreceptores en la piel,
posteriormente esta informacion asciende sobre la médula espinal hasta el bulbo
raquideo, en donde decusan hacia el tAlamo para finalmente ser transmitida a las
cortezas somatosensoriales primaria (S1) y secundaria (S2) (Fitzpatrick, 2004; Liao
y Yen, 2008; Abraira y Ginty, 2013). En este sentido, se ha reportado que, las
neuronas en S1 codifican la presencia o ausencia del estimulo, mientras que las
neuronas de S2 se correlacionan con el desempefio conductual (de Lafuente y
Romo, 2005; Romo et al., 2012).



En el caso de los astrocitos, evidencia acumulada indica que, en &reas de relevo
sensorial, como en la médula espinal (Cirillo et al., 2012; Sekiguchi et al., 2016), el
bulbo olfatorio (Petzold et al., 2008; Otsu et al., 2015), la corteza visual (Schummers
et al., 2008; Sonoda et al., 2018; Slezak et al., 2019, Lopez-Hidalgo et al., 2016) y
la corteza primaria somatosensorial (Ghosh et al., 2013; Zhang et al., 2016; Lines
et al., 2020), los astrocitos responden con incrementos de Ca?*. Se ha propuesto
que estos incrementos de Ca?* estan mediados por la activacion de receptores
acoplados a proteina G (GPCR) en los astrocitos como los receptores de glutamato
metabotropicos de tipo 1y 5 (mGIuR 1/5) (Sun et al., 2013), el receptor purinérgico
P2Y1 (Shigotemi et al., 2018), el receptor muscarinico de acetilcolina (MAChR)
(Takata et al., 2011) y el receptor adrenérgico a1 (a1-AR) (Ding et al., 2013). Estos
receptores, a su vez activan la via dependiente de la fosfolipasa C (PLC) que lleva
a la liberacion de Ca?* desde el reticulo endoplasmatico (Kofuji y Araque, 2021).

En estas cortezas primarias, la actividad de Ca?* de los astrocitos codifica las
propiedades intrinsecas del estimulo como la duracion y la frecuencia (Lines et al.,
2020). Sin embargo, su participacion en cortezas de asociaciobn como la corteza
somatosensorial secundaria permanece desconocida, por lo que nos planteamos
analizar la participacion de los astrocitos de la corteza somatosensorial secundaria

en la actividad neuronal inducida por la estimulacién sensorial.



2. ANTECEDENTES

Los astrocitos se describieron por primera vez por Ramoén y Cajal como células en
forma de estrella (Ramén y Cajal, 1913). Posteriormente, con el desarrollo de
nuevas técnicas de visualizacion se describieron como células con forma
espongiforme que poseian procesos que se extienden desde el soma y se ramifican
para crear cientos de ramas finas, esta morfologia es tan diversa que su tamafio y
complejidad dependen de la especie (Figura 1) (L6pez-Hidalgo et al., 2016). Sus
procesos pueden rodear las terminales neuronales al mismo tiempo que recubren
los vasos sanguineos denominandose “unidad neurovascular’ (Schiweck et al.,
2018; Zhou et al., 2019).

’
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Figura 1. Diversidad de la morfologia de los astrocitos en diferentes especies. A.
Reconstruccion tridimensional de un astrocito de la corteza visual de huréon marcado
intracelularmente con sulforrodamina 101 (SR101). B. Reconstruccion de astrocitos de la
corteza visual de ratén marcado intracelularmente con sulforrodamina 101 (SR101) (Lépez-
Hidalgo et al., 2016).

En roedores, los procesos de los astrocitos se organizan espacialmente (Bushong
et al., 2002; Lopez-Hidalgo et al., 2016), ocupando territorios altamente segregados
donde los procesos se superponen en tan solo un 5% formando dominios bien
delimitados (Ogata y Kosaka, 2002). Estos dominios pueden estar conectados por
uniones Gap lo que les permitiria a los astrocitos actuar como un sincitio conectado
a través de conexinas (Giaume y Liu, 2012). Esta organizacion se ha reportado en
regiones como el hipocampo (Bushong et al., 2002; Xu et al., 2013) y la corteza
(Halassa et al., 2007).



Los astrocitos pueden expresar canales idnicos, receptores para neurotransmisores
y transportadores para llevar a cabo sus funciones (Bazargani y Attwell, 2016). En
su superficie poseen canales de K* como los Kir4.1 y los canales de dominio de dos
poros (K2P) (Seifert et al., 2018), canales dependientes de voltaje como Cavl.2
(Zamora et al., 2020) y Bestrofina-1 (Best-1) (Ohy Lee, 2017), ademas de conexinas
no emparejadas como la conexina 43 (Cx43), que pueden actuar como hemicanales
(Xing et al.,, 2019). De manera similar se ha reportado la expresion de
transportadores de monocarboxilato (MCT4) (Bergersen, 2007) y transportadores
de glucosa (GLUT1) (Jakoby et al., 2014).

Los astrocitos expresan receptores a una diversidad de neurotransmisores como el
glutamato, que es el neurotransmisor excitador mas abundante por lo que la
expresibn de sus receptores y transportadores es altamente heterogénea
(Mahmoud et al., 2019). En este sentido, se ha reportado la expresion de receptores
acoplados a proteina G (GPCR), tales como los receptores metabotrépicos tipo 1,
2y 3 (mGlul, mGlu3 y mGlu5) (Spampinato et al., 2018) que se han descrito
ampliamente en el hipocampo (Rose et al., 2018); receptores ionotrépicos como el
receptor del acido a-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPAR) (H6ft et
al., 2014), el receptor a kainato (KAR) (Vargas et al., 2013) y el receptor N-metil-D-
aspartato (NMDAR) (Skowronska et al., 2019) que se ha visto que se expresan
funcionalmente en cortes de cerebro aislados de regiones del cerebro como el
cerebelo, hipocampo y tronco encefalico (Lalo et al.,, 2006; Lalo et al., 2011).
Ademas de la presencia de transportadores de glutamato-1 (GLT-1) que es
responsable del 95 % de la actividad de transporte de glutamato y se expresa de
manera heterogénea en prosencéfalo, tronco encefalico y médula espinal de
roedores (Oliet et al., 2001; Zschocke et al., 2005), asimismo el transportador
glutamato/aspartato (GLAST) que se expresa principalmente en el cerebelo y la

neocorteza (Pajarillo et al., 2019).

De manera similar, se ha reportado la expresion de receptores para acido gamma-
aminobutirico (GABA) ionotropicos como los GABA tipo A (GABA») (Yoon y Lee,
2012) y receptores metabotropicos como los GABA tipo B (GABAB) (Vélez-Fort et
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al., 2011), su expresion se ha estudiado en areas involucradas con la recompensa
como el area tegmental ventral (VTA) y el nucleo talamico ventrobasal (VB) (Gould
et al., 2014) y en el control del movimiento como el cuerpo estriado (Reyes-Haro et
al., 2017) y el cerebelo (Reyes-Haro et al., 2013). Adicionalmente expresan
transportadores de GABA tipo 1y 3 (GAT-1y GAT-3) (Boddum et al., 2016) que se

han identificado en la neocorteza (Melone et al., 2014).

Los astrocitos también expresan receptores a glicina (GlyR) y transportadores de
glicina tipo 1 (GlyT-1) (Ghirardini et al., 2018; Morais et al., 2018) que se han
reportado no solo en médula espinal (Lu et al., 2022) y tronco encefélico (Raiteri y
Raiteri, 2010) donde la transmision glicinérgica es abundante sino también en
hipocampo y corteza (Aroeira et al., 2014), En el caso de los receptores purinérgicos
se han identificado tanto ionotrépicos P2X (P2X1 - P2X7) que estan relacionados con
la transmision sinaptica rapida y la plasticidad sinaptica (Franke et al., 2012); asi
como receptores metabotropicos P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Ya, P2Ys, P2Y1l2 y P2Y14)
(Franke et al., 2012; Puerto et al., 2013; Verkhratsky et al., 2019) que pueden mediar
efectos a largo plazo y respuestas tréficas a través de mecanismos como la
activacion de genes (Puerto et al., 2013). Asimismo, se ha reportado la expresion
de receptores de Acetilcolina nicotinicos (Shen y Yakel, 2012; Sadigh-Eteghad et
al., 2016) y muscarinicos (Guizzetti et al., 2011), asi como receptores adrenérgicos
que se han estudiado principalmente en el locus coeruleus (LC) (Ding et al.,2013)

2.1 Clasificacion

Histéricamente, se realiz6 una clasificacion de los astrocitos segin su morfologia y
ubicacion anatomica en astrocitos protoplasmicos, que se encuentran en la materia
gris del cerebro formando procesos finos que rodean los vasos sanguineos y a las
sinapsis neuronales (Tabata, 2015) y astrocitos fibrosos que se distribuyen a lo largo
de los tractos de la sustancia blanca, entrando en contacto con los nodos de Ranvier
(Lundgaard et al., 2014). Sin embargo, esta clasificacion los considera como una
poblaciéon homogénea y no refleja su diversidad (Pestana et al., 2020). Evidencias

recientes sugieren una alta heterogeneidad de astrocitos en la corteza cerebral y
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que difieren en muchos aspectos, como la morfologia, funcion, propiedades

fisiologicas, origenes del desarrollo y su respuesta a patologias (Batiuk et al., 2020).

Ademas, se han identificado otros subtipos de astrocitos como son la glia radial, los
gue poseen forma de velo, las células de Bergmann en el cerebelo, las células de
Muller en la retina, tanicitos del hipotdlamo y la médula espinal, astrocitos
perivasculares y marginales, asi como astrocitos positivos a Gomori en el

hipotalamo y en el hipocampo (Verkhratsky et al., 2015; Verkhratsky et al., 2017).

2.2 Funciones

Los astrocitos cumplen importantes funciones de soporte para las neuronas (Li et
al., 2019). Por ejemplo, contribuyen con el mantenimiento del microambiente
mediante la regulacién de las concentraciones extracelulares de iones (Kimelberg y
Nedergaard, 2010). En particular, se ha visto que seguido de la actividad neuronal,
cuando se presenta un incremento en los niveles extracelulares de K*, los astrocitos
recapturan el K* mediante una bomba Na* K* ATPasa (NKA) para posteriormente
distribuirlo en el sincitio a través de las uniones Gap (Hertz et al., 2013; Hertz y
Chen, 2016; Sibille et al., 2015).

Adicionalmente, los astrocitos regulan el pH del liquido intersticial local mediante la
eliminacion de H* (Xin y Bonci, 2018). El amortiguamiento por el sistema CO2 /
HCOs  es uno de los mecanismos mas importantes de control de pH del tejido,
donde CO:2 y H20 estan en equilibrio dinamico con H* y HCOs - (Turovsky et al.,
2016). Este equilibrio se alcanza rapidamente mediante la actividad de enzimas de
la familia de la anhidrasa carbdénica (Hansen et al., 2015). La actividad
amortiguadora de bicarbonato y la anhidrasa carbdnica protegen el tejido cerebral
de la acidificacion al convertir H* y HCOs- en H20 y CO2 (Theparambil et al., 2020).

Los astrocitos, ademas, llevan a cabo la regulacion metabdlica a traves de la
formacion de unidades neurovasculares, que se refiere al compartimiento que
forman debido a la estrecha relacidon que mantienen con los vasos sanguineos (Liu
et al.,, 2018). Por lo tanto, se considera que los astrocitos forman parte de la

estructura de la barrera hematoencefalica y se propuso que podian regular el flujo
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sanguineo local mediante la dilatacion y contraccion de los vasos sanguineos
(MacVicar y Newman, 2015). Sin embargo, existe controversia al respecto debido a
que la respuesta de Ca?* en astrocitos se presenta con un retraso en relacién con
el inicio de la vasodilatacién (Schummers et al., 2008; Schulz et al., 2012; Nizar et
al., 2013).

Otro mecanismo de regulacién metabdlica se da mediante el soporte energético a
las neuronas a través de la entrega de sustratos como el lactato (Jha y Morrison,
2018). Ademés de la utilizacion de glucosa, las neuronas usan el lactato para
obtener energia a través del metabolismo aerébico (Turner y Adamson, 2011). Esto
sugiere gque el metabolismo energético del sistema nervioso comienza con la
glucodlisis en los astrocitos y finaliza con la oxidacion en las neuronas (Jha y
Morrison, 2020). De manera alternativa, los astrocitos producen lactato a partir de
piruvato por la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Machler et al.,
2016). En paralelo, los astrocitos también pueden almacenar glucégeno y
descomponerlo para formar lactato cuando las neuronas requieren fuentes

adicionales de energia (Suzuki et al., 2011).

Adicionalmente, los astrocitos regulan la funcion sindptica mediante el control de la
formacién y eliminacién de las sinapsis (Lee y Chung, 2019). Se ha observado que
los astrocitos inducen la formacién de sinapsis a través de la secrecion de factores
como la trombospondina (TSP), la proteina secretada &cida enriquecida en
proteinas de la familia de cisteina (SPARC), el factor de crecimiento transformante
Beta-1 (TGF-B1) y el colesterol (Baldwin y Eroglu, 2017). Estudios posteriores
revelaron que los astrocitos también participan en el mantenimiento de la sinapsis y
la eliminacion de la sinapsis, mediante su funcion fagocitica o induciendo la
expresion de proteinas del complemento para reclutar la microglia (Allen y Eroglu,
2017). Es asi como, de esta manera los astrocitos participan en la arquitectura y la
actividad de los circuitos neuronales (Farhy-Tselnicker y Allen, 2018).

La regulacion de la transmision sinaptica por los astrocitos se lleva a cabo mediante
diferentes mecanismos. Por ejemplo, los astrocitos mantienen los niveles 6ptimos

de neurotransmisores como glutamato y GABA. En el caso del glutamato es
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sintetizado a partir del piruvato, producto de la glucdlisis que se convierte en a-
cetoglutarato, que luego se cataliza en glutamato por la enzima aspartato
aminotransferasa (Hertz y Rothman, 2017). EI glutamato es degradado por la
glutamina sintetasa (GS), que se expresa exclusivamente en los astrocitos del
cerebro, para formar glutamina que luego se transfiere a las neuronas (Zou et al.,
2010). Ademas, durante la transmision excitatoria, los astrocitos recapturan el
glutamato liberado a través de transportadores GLAST y GLT-1 para renovarlo a
través del ciclo glutamato-glutamina por medio de una reaccion dependiente de ATP
catalizada por la glutamina sintetasa (Newsholme et al., 2003). La glutamina se
libera de regreso al espacio extracelular y es captada por las neuronas, donde la

glutaminasa la convierte en glutamato para repetir el ciclo (Underhill y Amara, 2009).

En el caso de GABA, los astrocitos realizan su biosintesis a partir de la via clasica
descarboxilando el glutamato con ayuda de la enzima GABA Descarboxilasa
(GAD67 0 GADG65) (Lee et al., 2011). Ademas, se ha reportado la biosintesis de
GABA a través de una via alterna independiente de GAD, que usa como sustrato la
poliamina putrescina, llevando a cabo la oxidacion de monoaminas a través de la
enzima monoamino oxidasa B (MAOB) (Yoon et al., 2014), asi como la acumulacién
de GABA que ocurre por captacion de este a través de sus transportadores (Losi et
al., 2014). Para la degradaciéon de GABA, las enzimas encargadas son GABA-
transaminasa (GABA-T) y succinico semialdehido deshidrogenasa (SSADH) (Hertz
y Rodrigues, 2014).

Los astrocitos regulan la actividad neuronal a través de la liberacion de glutamato,
GABA, glicina, ATP y D-serina en un proceso denominado gliotransmisién
(Schousboe et al.,, 2014). Esta liberaciébn se lleva a cabo mediante varios
mecanismos dependientes de Ca?* como la exocitosis y la liberacién a través de
canales ionicos (Sahlender et al., 2014). La exocitosis depende de la presencia de
maquinaria secretora exocitotica, los astrocitos expresan proteinas del complejo
SNARE como las proteinas de membrana asociada a vesiculas 2 y 3 (VAMP2 y
VAMP3), sintaxinas 1, 2 y 4 y la proteina asociada al sinaptosoma (SNAP-23)

(Parpura et al., 2010). Otros mecanismos no dependientes de exocitosis permiten
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la liberacion de GABA y glicina a través de la operacion inversa de sus
transportadores GAT1, GAT3 y GlyT1 en condiciones fisiologicas (Verkhratsky et
al., 2016). Mas recientemente, se ha reportado que el canal Best-1, puede liberar
GABA vy glutamato en condiciones fisiolégicas tras la activacion de receptores
acoplados a proteina G o cuando la estimulacién de los astrocitos induzca aumentos
de Ca?* intracelular (Oh y Lee, 2017; Ishibashi et al., 2019). Ademas, se ha
reportado una liberaciéon de glutamato independiente de Ca?* a través del canal de
K* TREK-1 (Woo et al., 2012).

2.3 Sinapsis tripartita

Debido a la estrecha asociacion estructural y funcional de los procesos de los
astrocitos con las neuronas pre y postsinapticas, el grupo de Parpura et al. en 1999
introdujo el término de “sinapsis tripartita” (Araque et al., 1999) en donde una
sinapsis no solo esta compuesta por la terminal presinptica y postsinaptica de las
neuronas, sino que se considera al astrocito como tercer elemento funcional capaz
de establecer una comunicacién bidireccional con las neuronas. Este proceso se
resume en la Figura 2, aqui, durante la transmisién sinaptica las neuronas liberan
neurotransmisores hacia la hendidura sinaptica que son detectados por receptores
en la superficie de los astrocitos. Esto incrementa los niveles de Ca?* intracelular
del astrocito, seguido de la liberacidén de gliotransmisores, que a su vez regulan la
excitabilidad neuronal y la transmision sindptica (Araque et al., 1999). Cabe
mencionar que las elevaciones de Ca?* de los astrocitos no solo ocurren tras la
activacion a través de varios transmisores excitadores como Glutamato, ATP o
Acetilcolina, sino que también pueden desencadenarse por el transmisor inhibidor
GABA (Guerra-Gomes et al., 2018).
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En respuesta a la actividad de las neuronas, los astrocitos presentan incrementos
de Ca?* intracelular, lo que representa una forma de excitabilidad (Bazargani y
Attwell, 2016). Se han descrito tres mecanismos que permiten la generacion de
sefiales de Ca?* en astrocitos a través de compartimentos clave: El reticulo
endoplasmico (RE), las mitocondrias y el espacio extracelular (Figura 3) (Gucek et
al., 2012). En las mitocondrias se puede acumular cantidades significativas de Ca?*
a través de proteinas transportadoras tipo uniportadoras mitocondriales (Pathak y
Trebak, 2018), para su posterior liberacion a través del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (mPTP) (Okubo y Lino, 2020) o intercambiadores de
Na*/Ca?* (Jackson y Robinson, 2015). En el RE, las ATPasas bombean el Ca?* al
interior del reticulo activando receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) que
desencadenan cascadas de sefializacion inositol trifosfato (IPs) liberando el Ca?* a
través de receptores de rianodina (RyR) y receptores de inositol 1,4,5-trifosfato
(IPsR) (Guerra-Gomes et al., 2018). De igual forma, también se puede inducir la
entrada de Ca?* desde el espacio extracelular por medio de canales y receptores

de la membrana plasmatica a través de canales de potencial receptor transitorio
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(TRPC) (Verkhratsky et al., 2013). Estas ondas de Ca?* se pueden propagar a los
astrocitos vecinos mediante uniones Gap y por la liberacion de ATP a través de
hemicanales desde otros astrocitos, los cuales activan receptores purinérgicos que

permiten los incrementos de Ca?* (Scemes y Giaume, 2006; Fuijii et al., 2017). Sin

embargo, la generacion de ondas in vivo aun esti en debate (Schummers et al.,
2008).

Figura 3. Esquema de la
sefalizacion de los
incrementos de Ca®* en
\ astrocitos. Los incrementos de

Canales
de Ca*

Citosol
—)

Ca?" intracelulares dependen de
2 la liberacion de Ca?* mitocondrial
Ca ¢ IP3 por el poro de transicion de la
a mPTP permeabilidad mitocondrial

Mitocondria

(mPTP), la liberacion a través del
reticulo endopldsmico (RE) a
través de receptores de rianodina
(RyR) y receptores de inositol
1,4,5-trifosfato (IP3R)
dependientes de la activacion de
Citosol receptores acoplados a proteina
G (GPCR) y de receptores
ionotrépicos (Okubo, 2020).

En resumen, la capacidad de los astrocitos para liberar diferentes gliotransmisores
y asi modular la actividad sinaptica nos sugiere que los astrocitos, ademas de
cumplir con las funciones homeostéticas tradicionales desempefian funciones
activas en la transmision sinaptica y la plasticidad, asi como en la codificacion de la
informacion y los procesos cognitivos de circuitos neuronales (Santello et al., 2012;
Gonzélez-Arias y Perea, 2019). Por lo que, el estudio de los astrocitos en la funcién
cerebral mediante métodos que los manipulen especificamente los incrementos de
Ca?* es de suma importancia para la demostracion de su participacion en funciones

neuronales y cognitivas.
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2.4 Herramientas para el estudio de los astrocitos

Debido a las numerosas contribuciones ahora reconocidas de los astrocitos en el
funcionamiento del sistema nervioso, ha aumentado el interés en estudiar la
fisiologia de los astrocitos y evaluar su participacion en los circuitos neuronales, asi
como su contribucion en la conducta tanto en condiciones fisiologicas como
fisiopatolédgicas (Yu et al., 2020). Para poder abordar el papel de los astrocitos, se
han usado enfoques moleculares incluidos modelos de ratones transgénicos como
los ratones knockout (KO), el control de la expresion génica dirigida a astrocitos
utilizando adenovirus asociados (AAV) (Davila et al., 2013), la optogenética (Xie et

al., 2020) y la quimiogenética (Philtjens et al., 2020).

En los Ultimos afos, el desarrollo de técnicas genéticas para manipular
selectivamente la actividad de un tipo celular en especifico ha avanzado
rapidamente. Dos de las técnicas genéticas mas utilizadas son la optogenética, que
utiliza canales i6nicos que se activan con la luz (Herlitze y Landmesser, 2007) y la
guimiogenética, que utiliza receptores modificados acoplados a proteina G que se

activan mediante ligandos inertes (Roth, 2016).

La optogenética usa una familia de proteinas sensibles a la luz, de siete dominios
transmembrana, codificadas por genes de opsina como la canalrodopsina (ChR), la
halorhodopsina y la arquerodopsina (Arch) (Duebel et al., 2015). Para su expresiéon
selectiva en estirpes celulares, se eligen promotores selectivos de cada tipo de
célula y se activan usando una luz azul (473 nm), que corresponde a la longitud de
onda en la que estas proteinas son sensibles, permitiendo la apertura de sus
canales y el flujo de cationes a través de la membrana celular (Mahmoudi et al.
2017; Krueger et al., 2019). Este tipo de estudios requieren instrumentacion
especializada para administrar la luz, incluidos generadores de formas de onda,

fibras Opticas, entre otros dispositivos (Zhang et al., 2010).

Para la quimiogenética, se utilizan una familia de receptores acoplados a proteinas
G (GPCR) disefiados genéticamente (designer receptors exclusively activated by

designer drugs, DREADD por sus siglas en inglés) (Armbruster et al., 2007). Estos
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receptores no se expresan de manera natural en los astrocitos por lo que su
expresion puede ser controlada (Dobrzanski y Kossut, 2017). Para esto, se usan
vectores virales que pueden ser dirigidos, en este caso a los astrocitos, usando un
promotor especifico para cada tipo celular de interés, por ejemplo, la proteina &cida
fibrilar glial (GFAP) (Zhang et al., 2017). Posteriormente, estos vectores expresan
sus correspondientes receptores muscarinicos modificados (hMsDg o hMaDi)
(Figura 4), que pueden presentar diferentes vias de sefalizacion para inducir la
activacion o inhibicion. Por ejemplo, la sefializacion de Gq activa la fosfolipasa C
beta, que hidroliza el 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol en trifosfato de inositol y
diacilglicerol, lo que conduce al aumento de los niveles de Ca?* libre y activacion de
la proteina quinasa C (Whissell et al., 2016). También, la disminucion en los niveles
de PIP2 pueden conducir al cierre de los canales de KCNQ llevando a la
despolarizacion o activacion de la célula de interés (Carver y Shapiro, 2019). Por el
contrario, la sefalizacion de Gi activa los canales de K* rectificadores internos, lo
gue produce una hiperpolarizacion e inhibicion. De manera independiente también
inhibe a la Adenilato Ciclasa, disminuyendo la formacion de AMPc y la activacion de
la Proteina Quinasa A (Wulff y Arenkiel, 2012).
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Figura 4. Diagrama de las diferentes vias de activacién de acuerdo con el tipo de
DREADD expresado. A. La activacion de los receptores hM3Dq activa la fosfolipasa C beta
(PLC-B), hidrolizando el 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) en trifosfato de inositol
(IP3) y diacilglicerol (DAG), lo que conduce al aumento de los niveles de Ca?* libre y la
activacion de la proteina quinasa C (PKC) o al cierre de los canales de KCNQ llevando a la
despolarizacion y activacion. B. La activacion de los receptores hM4Di activa los canales
de potasio rectificadores internos (GIRK) o inhiben la Adenilato Ciclasa (AC), que promueve
la formacién de AMPc y la activacion de la Proteina Quinasa A (PKA) lo que produce
hiperpolarizacién e inhibicion (Wulff y Arenkiel, 2012).

Una particularidad de los DREADDs es que estos receptores ya no son afines al
ligando endodgeno, la acetilcolina, y solo presentan afinidad por compuestos
sintéticos como la N-Oxido de Clozapina (CNO). El CNO es un compuesto no
presente en el organismo, y que tiene la capacidad de activarlos selectivamente
(Roth, 2016). La administracion sistéemica de CNO puede activar o inhibir in vivo a
las células que expresen DREADDSs (Roth y Marshall, 2012).

Una ventaja en el uso de los DREADDs es que su ligando CNO, cruza la barrera
hematoencefalica (Manvich et al., 2018), lo que permite la manipulacion no invasiva
de la actividad del receptor en el SNC mediante inyecciones intraperitoneales
(Whissell et al., 2016). Ademas, los DREADDs no exhiben actividad constitutiva y
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su ligando CNO es farmacolégicamente inerte en ausencia de DREADDs
(Armbruster et al.,, 2007). En resumen, los DREADDs ofrecen muchas de las
ventajas de la optogenética, pero son mas sencillos de implementar y en particular
con los astrocitos, mimetizan de mejor manera las respuestas fisiolégicas de estos
(Xie et al., 2015).

2.5 El procesamiento de la informacion sensorial

A través de la sensacion, formamos una imagen inmediata y relevante del mundo y
nuestro lugar en €él. La sensacion proporciona respuestas inmediatas a tres
preguntas esenciales: ¢Hay algo ahi? ¢Qué es? y ¢(Qué ha cambiado? Para
responder a estas preguntas, todos los sistemas sensoriales realizan dos funciones
fundamentales: deteccion y discriminacion. Debido a que nuestro mundo y nuestras
respuestas necesarias cambian con el tiempo, los sistemas sensoriales pueden
responder y adaptarse a los estimulos cambiantes a corto plazo, y también aprender
para modificar nuestras respuestas a los estimulos a medida que cambian nuestras

necesidades y circunstancias.

El procesamiento de estimulos es iniciado por la activacion de mecanoreceptores
cutaneos en la superficie de la piel, esta informacion es llevada al sistema nervioso
por vias ascendentes a través de la médula espinal, el tallo cerebral y el talamo para
llegar a la corteza somatosensorial en el I6bulo parietal (Abraira y Ginty, 2013).
Todas las sefales sensoriales inician como un potencial de receptor que requiere
superar un nivel umbral en el potencial de membrana, en el caso de los receptores
sensoriales, cuanto mas se excede el umbral, mayor es la frecuencia de los
potenciales de accion (Marzvanyan y Alhawaj, 2021). La intensidad de un estimulo
sera entonces codificada por la tasa de disparo de las neuronas sensoriales (Bewick
y Banks, 2015).

Los receptores sensoriales se pueden clasificar de acuerdo con su adaptacion en
tonicos y fasicos. Los receptores de adaptacion rapida o fasicos se activan
rapidamente cuando se presenta un estimulo, pero su respuesta disminuye si se

mantiene de manera continua, algunos ejemplos son los corpusculos de Meissner

21



y Pacini (Fitzpatrick, 2004). Mientras que los receptores de adaptacién lenta o
tonicos generan una descarga sostenida en presencia de un estimulo, como los
discos de Merkel y terminaciones de Ruffini (Gardner et al., 2001). La codificacion
de la informaciébn con ambos receptores proporciona informacion sobre las

cualidades dinamicas y estaticas de un estimulo (Fitzpatrick, 2004).

Como se muestra en la Figura 5, los potenciales de accién generados por estimulos
tactiles son transmitidos a la médula espinal por axones sensoriales que se
encuentran en los ganglios de la raiz dorsal, también conocidas como neuronas de
primer orden. Posteriormente, las fibras aferentes primarias ascienden
ipsilateralmente a través de las columnas dorsales, hasta el bulbo raquideo, en
donde contactan con neuronas de segundo orden localizadas en los nucleos gracil
y cuneatos. Las proyecciones de estas neuronas decusan y ascienden hacia el
talamo en un haz de fibras llamado lemnisco medial que tienen una organizacion

somatotopica (Fitzpatrick, 2004).

El ndcleo ventral posterolateral del talamo transmite estas aferencias a las corteza
primarias y secundarias (Liao y Yen, 2008). La corteza somatosensorial esta
dividida en regiones que se pueden distinguir tanto anatémica como
electrofisiolégicamente en corteza primaria (S1) y secundaria (S2) (Brett-Green et
al., 2004). Ambas estan organizadas somatotdpicamente, con la representacion de
la cola ubicada mas medialmente y las representaciones de las vibrisas ubicadas
mas lateralmente, ademas de que el area cortical que ocupa depende de la

densidad de inervacion de cada parte del cuerpo (Seelke et al., 2012).
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Figura 5. Resumen de la via de procesamiento sensorial en roedores. Los axones de
los nervios periféricos de los receptores de adaptacion rapida o lenta (RA/SA) proyectan
hacia el ganglio de la raiz dorsal y ascienden hacia el bulbo raquideo en donde decusan
para dirigirse al nucleo talamico Ventral Posterior (VPN) y posteriormente a las cortezas
somatosensoriales (S1y S2) (Adaptado de Ebner y Kaas, 2015).

En primates, las neuronas en S1 son capaces de diferenciar la presencia o ausencia
del estimulo, sin embargo, no se asocian con el desempefio conductual en tareas
de discriminacion tactil (de Lafuente y Romo, 2005; Romo et al., 2012). En estos
experimentos, la capacidad de un animal de discriminar entre dos estimulos
vibrotactiles requiere del procesamiento de la informacién que se lleva a cabo en
S2. Por ejemplo, en primates no humanos que desempefian una tarea de
discriminacion vibrotactil con dos estimulos vibrotactiles de diferente frecuencia, las
neuronas de S2 codifican la frecuencia del primer estimulo, pero durante el
segundo, las respuestas de estas neuronas actian en funcion tanto del estimulo
recordado como del actual, correlacionandose con el desempefio conductual. Esto
sugiere que pueden combinar la informacién sensorial de ambos estimulos para
poder tomar una decisiéon (Romo et al., 2002). De manera similar, en ratones se ha
reportado que las neuronas en S1 codifican el estimulo en mayor grado que S2,
mientras que la actividad de las neuronas de S2 refleja en mayor medida la
percepcion (Kwon et al., 2016; Goldin et al., 2018). Por lo que se ha propuesto que
la interaccion entre las cortezas S1y S2 dan como resultado la percepcion (Ackerley

y Kavounoudias, 2015).
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Sin embargo, el procesamiento de la informacién no es una propiedad exclusiva de
las neuronas, sino que también la comparten con los astrocitos (Araque, 2008). La
actividad sinaptica puede ser integrada por los astrocitos que responden a esta con
incrementos de Ca?* (Perea y Araque, 2005), aunque también puede existir
actividad espontanea independiente de la actividad sinaptica (Guerra-Gomes et al.,
2018). En el caso del procesamiento de la informacion sensorial, profundizaremos
en la siguiente seccidon sobre la evidencia acumulada que nos indica que los

astrocitos tienen un papel importante en este proceso.

2.6 Los astrocitos participan en el procesamiento de la informacién sensorial

En particular, diversos grupos de trabajo han estudiado el efecto de la estimulacion
sensorial sobre las respuestas de Ca?' de astrocitos en diferentes areas de
procesamiento de informacion sensorial como son la médula espinal (Cirillo et al.,
2012; Sekiguchi et al., 2016), el bulbo olfatorio (Petzold et al., 2008; Otsu et al.,
2015), la corteza visual (Schummers et al., 2008; Sonoda et al., 2018; Slezak et al.,
2019, Lopez-Hidalgo et al., 2016), la corteza de los barriles (Wang et al., 2006;
Schipke et al., 2008; Zhao et al., 2012) y la corteza somatosensorial (Ghosh et al.,
2013; Zhang et al., 2016; Lines et al., 2020). En estas regiones, las respuestas de
Ca?* de los astrocitos a estimulos sensoriales codifican las propiedades intrinsecas
del estimulo. Ademas, se ha demostrado que estas respuestas de Ca?* de los
astrocitos corresponden topograficamente con los mapas neuronales (Lopez-
Hidalgo et al., 2014, Ghosh et al., 2013; Zhang et al., 2016). Esto sugiere que los
astrocitos pueden regular la actividad de la red neuronal en respuesta a entradas
sensoriales. Sin embargo, dado que estas respuestas pueden ser muy variables
dependiendo de laregion y de la especie no se comprenden del todo (L6épez-Hidalgo
et al., 2017). Para una mejor comprension de su participacion en diferentes areas
que participan en el procesamiento sensorial profundizaremos en la evidencia

acumulada en cada una de estas regiones.
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2.6.1 Médula espinal

Estudios in vivo descritos en la médula espinal han mostrado que los astrocitos
pueden responder a la estimulacion eléctrica de la pata trasera con incrementos en
los niveles de Ca?* de los astrocitos del asta dorsal de la médula espinal (Cirillo et
al., 2012). Ademas, se ha reportado que neuronas y astrocitos en esta region se
activan dependiendo de los estimulos cutaneos, en el caso de las neuronas su
activacion depende del tipo y la intensidad del estimulo codificado, mientras que en
los astrocitos solo muestran respuestas de Ca?* a estimulos sensoriales de mayor

intensidad, sugiriendo un mayor umbral de activacion (Sekiguchi et al., 2016).

2.6.2 Corteza visual

En la corteza visual del hurén, los astrocitos responden de manera robusta a los
estimulos visuales con incrementos de Ca?* que muestran un retraso de 3 a 4
segundos en comparacion con las neuronas, estas respuestas dependen de las
caracteristicas del estimulo y tienen muchas de las caracteristicas de campo
receptivo de las neuronas (Schummers et al., 2008). De manera patrticular, estos
campos receptivos espaciales se encuentran bien definidos y sintonizan su
orientacién y frecuencia espacial de manera todavia mas especifica que las

neuronas (Schummers et al., 2008).

En los experimentos realizados en la corteza visual del ratén, las respuestas de los
astrocitos ante la estimulacion sensorial no se asocian con las caracteristicas de los
estimulos visuales (Asada et al., 2015, Paukert et al., 2014). En contraste, se report6
que los astrocitos muestran respuestas robustas a los estimulos visuales solo
cuando estan realizando actividad locomotora y dependiente de la activacion de

entradas noradrenérgicas (Slezak et al., 2019).

La evidencia en la literatura nos indica que los astrocitos corticales pueden integrar
la informacién sensorial local, lo que sugiere un papel en el procesamiento de la
informacion (Slezak et al., 2019). Las contradicciones obtenidas entre diferentes

especies podrian deberse a diferencias en el circuito neuronal y en la organizacion
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de los astrocitos como ocurre en la corteza visual de ratones y hurones (Lépez-
Hidalgo et al., 2017).

2.6.3 Bulbo olfatorio

Otras de las regiones sensoriales en donde se han observados respuestas de Ca?*
asociadas a los estimulos sensoriales es en el bulbo olfatorio. Aqui, las respuestas
de Ca?* de los astrocitos ante la estimulacién del olor comienzan ~1s posterior al
inicio del estimulo. Aqui, los astrocitos responden especificamente a uno o pocos
olores como el tiglato de etilo y no respondieron al acetal y al &cido octanoico, lo
que sugiere que son estimulados por el glutamato liberado solo en los glomérulos
olfatorios activados (Petzold et al., 2008). Estos incrementos se llevan a cabo en los
procesos de los astrocitos, pero no en los somas, sugiriendo que, en este caso, los
astrocitos actian como reguladores potenciales del acoplamiento neurovascular
(Otsu et al., 2015).

2.6.4 Corteza somatosensorial

2.6.4.1 Corteza de los barriles

La informacion sensorial de las vibrisas en los roedores es transmitida para su
procesamiento hacia unidades morfolégicas bien definidas en la corteza
somatosensorial primaria llamados barriles (Giaume et al., 2009). Los astrocitos de
esta region responden selectivamente a la estimulacion tactil de las vibrisas con un
aumento en la concentracion de Ca?* (Schipke et al., 2008). Estas respuestas se
activan de forma coordinada con las neuronas y son dependientes de la frecuencia
de estimulacion (Zhao et al., 2012). El bloqueo de los receptores mGIuR inhiben
estos incrementos de Ca?*, lo que sugiere que estan mediados por la liberacion

sinaptica de glutamato y la activacion de mGIluR en astrocitos (Wang et al., 2006).

El disefio de nuevos sensores de Ca?* con cinéticas de activacion y desactivacion
mas rapidas han permitido, contrario a los reportes previos, visualizar también
respuestas rapidas en astrocitos de la corteza de los barriles (latencia ~120 ms) en

los somas y procesos de los astrocitos (Lind et al., 2013; Stobart et al., 2018).
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Abriendo las puertas a la posibilidad de una respuesta rapida en los astrocitos en

otras modalidades sensoriales.

2.6.4.2 Corteza somatosensorial primaria y secundaria

Los astrocitos de S1 de roedores responden fielmente a la frecuencia, duracién e
intensidad de la estimulacién y presentan una representacion topogréafica similar a
la de las neuronas corticales (Ghosh et al., 2013). Como consecuencia de esto
pueden modular la actividad neuronal disminuyendo la actividad gamma y

aumentando su rango dinamico (Lines et al., 2020).

En sentido integral, podemos decir que la percepcién implica la interpretacion de un
estimulo sensorial que es procesado a través de areas sensoriales organizadas
jerarquicamente (de Lafuente y Romo, 2006). El paso de la sensacion a la decision
depende de la actividad neuronal de diferentes estructuras corticales como S1y S2
(Kwon et al.,, 2016). En este sentido, S2 se considera como un area de
procesamiento superior que envia proyecciones de retroalimentacion a través de S1
y S2 criticas para la percepcion (Minamisawa et al., 2018) y conexiones reciprocas
desde S2 con la corteza motora primaria (M1) a través de neuronas corticoespinales
y su convergencia con la médula espinal (Suter y Shepherd, 2015). Sin embargo, la
participacion de los astrocitos y su influencia en el circuito neuronal relacionado con
la percepcion del estimulo es aun desconocido. Es asi, que en este trabajo nos
planteamos analizar la participacion de los astrocitos sobre la actividad neuronal

inducida por la estimulacion sensorial en la corteza somatosensorial secundaria.
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3. HIPOTESIS

Los astrocitos de la corteza somatosensorial secundaria participan en el

procesamiento de la informacion sensorial modulando el estado de la red neuronal.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Analizar la participacion de los astrocitos en la modulacién de la red neuronal
durante el procesamiento de informacion sensorial en la corteza somatosensorial

secundaria.

4.2 Particulares

1. Caracterizar las respuestas neuronales de la corteza somatosensorial
primaria (S1) producidas por estimulos somatosensoriales.

2. Caracterizar las respuestas neuronales de la corteza somatosensorial
secundaria (S2) producidas por estimulos somatosensoriales.

3. Caracterizar las respuestas neuronales a estimulos somatosensoriales en la
corteza somatosensorial secundaria (S2) durante la activacion de los
astrocitos con DREADDs.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con las normas y
lineamientos éticos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y del NIH
“Guide for the Care and Use of Experimental Animals”. Se usaron ratones adultos
jovenes hembra y macho de la cepa C47BL/6 de 2 meses de edad donde el
desarrollo ha finalizado, los cuales fueron obtenidos del Bioterio del Instituto de
Neurobiologia. Los ratones fueron alojados en cajas, a una temperatura de 24°C, y
ventilacion constante. Se mantuvieron con ciclos de luz y oscuridad (12/12) con

agua y comida ad libitum.

5.2 Cirugia estereotaxica

Los ratones fueron anestesiados con isoflurano (1%) y fijados en un estereotaxico
con una almohadilla térmica para mantenerlos a 37°C. Previo a la incision de la piel,
se les inyecto lidocaina sobre la zona y se removié esta de la parte superior del
craneo. Se realizaron dos craneotomias para exponer el area correspondiente a la
pata delantera de la corteza somatosensorial primaria S1 (AP = 0.38 mm, ML = 2.5
mm, DV = 0.5 mm) y secundaria S2 (AP = -0.5 mm, ML = 4 mm, DV = 1-2 mm
respecto a Bregma) las cuales fueron verificadas inyectando 100 nl del trazador
lipofilico 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3', Perclorato de 3'-tetrametilindocarbocianina (Dil)
con un capilar de vidrio acoplado a una picobomba en las coordenadas

correspondientes a S1 para observar las proyecciones hacia S2.

5.3 Registro electrofisiolégico y estimulacién eléctrica

Se obtuvieron registros extracelulares unitarios de los ratones previamente
anestesiados utilizando electrodos de borosilicato que contenian NaCl (2M), con
unaresistencia de 4-6 MQ. Las sefales eléctricas fueron amplificadas con un equipo
de Axo-Clamp para la adquisicion y el sistema pClamp 10 para la visualizacion de
datos. Los registros se digitalizaron y se usaron filtros de 0.3Hz-10kHz. Los sitios
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de registro se identificaron a través de la activacion del campo receptivo periférico
de la pata delantera contralateral. Para la estimulacion eléctrica se usaron
electrodos subdérmicos por los que se aplicaron dos protocolos: el primero que
consistid en trenes de pulsos con una duracién de 1 ms, de una intensidad entre
0.1-1mA y con frecuencias de 5, 10, 20, 30 y 40 Hz, para analizar la respuesta

provocada ante la estimulacion repetida a diferentes frecuencias.

En el segundo protocolo, se realizaron registros extracelulares multiunitarios con
multielectrodos de 32 canales distribuidos en 4 peines (8 contactos cada uno) con
una separacion de 25 pym (NeuroNexus Technologies). Para el andlisis de la
respuesta provocada durante la adaptacion se usaron trenes de pulsos (1ms,
intensidad entre 0.1-1mA, a una frecuencia de 5 Hz) con una duracion de 600ms,
800 ms, 1 segundo y 2 segundos durante diferentes tiempos.

5.4 Quimiogenética

Los ratones usados para el grupo experimental fueron anestesiados con isoflurano
y fijados en un estereotaxico con una almohadilla térmica para mantenerlos a una
temperatura corporal de 37°C, con flujo constante de isoflurano (1%). Se realiz6 una
incision en la linea media de la cabeza del animal, exponiendo el craneo para
realizar dos trepanos en el area correspondiente a la pata delantera de S1 (AP =
0.38 mm, ML = 2.5 mm, DV = 0.5 mm) y S2 (AP = -0.5 mm, ML =4 mm, DV = 1-2
mm respecto a Bregma). Posteriormente, con ayuda de un capilar de borosilicato
acoplado a una picobomba, se realiz6 la inyeccion de los vectores virales (500 nl en
15 min) para el monitoreo de las sefiales de Ca?*(AAV-GFAP-GCaMP6f) y la
induccion de incrementos de Ca?*de los astrocitos (pAAV-GFAP-hM3D(Gq)-
mCherry). Estos virus fueron inyectados tanto en S1 como en S2 y su expresion se
establecio en las 3 semanas posteriores a su inyeccion. Para la activacion de los
DREADDSs, se inyecto por via intraperitoneal, el ligando N-6xido de clozapina (CNO)

15 min antes de cada experimento para observar su efecto.
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5.5 Inmunofluorescencia

Con el fin de verificar los sitios de inyeccién de los vectores virales, los animales se
sacrificaron con pentobarbital y se perfundieron con paraformaldehido (PFA),
posteriormente se extrajeron los cerebros, y se obtuvieron rebanadas de 50 um
utilizando el criostato Leica 3050S. Los tejidos fueron colocados en PB, bloqueados
con 0.5% Tritén X-100 y 4% suero de cabra NGS e incubados durante 48 horas con
anticuerpos primarios. Para el marcaje de las neuronas se utiliz6 mouse anti-NeuN
(1:1500, Millipore, MAB377) y para astrocitos se utilizo rabbit anti-Aldehido
Deshidrogenasa (anti-ALDH) (1:500). Posteriormente, se incubaron con los
anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 anti-rabbit (1:500, Thermo Fisher
Scientific, A11008) y Alexa Fluor 647 anti-mouse (1:500, Thermo Fisher Scientific,
A21235), en una solucion 0.5% Triton X-100 Y 4% NGS en agitacion constante. Los
tejidos fueron montados con SlowFade Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher
Scientific, S36937) y las secciones se visualizaron con un microscopio Apotome
Zeiss (Axio Imager) y se analizaron con el software Zen 3.3.

5.6 Adquisicion de imagenes de calcio

Se utilizaron ratones previamente inyectados en S2 con el vector viral AAV5 que
contiene el promotor especifico para astrocitos (GFAP) y el indicador de calcio
genéticamente codificado (GCaMP6f) (AAV5-GFAP2.2-GCaMP6f). La sefial de
calcio de los astrocitos se adquirid utilizando el microscopio miniatura de
fluorescencia (Miniscope V4). Para el andlisis de calcio se calculd el dF/F
determinandose como basal el promedio de la florescencia registrada durante 20
min de actividad espontanea por cada Region de Interés (ROIl). Las regiones de
interés se hicieron de manera manual con ayuda del software FIJI y la inspeccion
visual del video. Los ROls seleccionados tuvieron un diametro aproximado de entre
50 y 150 um. Las imagenes se grabaron en archivos AVI sin comprimir a través de

un Sistema de Adquisicion de Datos (DAQ) para ser analizados en el Software Fiji.
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5.7 Andlisis datos

Para el analisis de los registros extracelulares unitarios tomamos la actividad de
cada neurona expresada en eventos por segundo (Hz). Posteriormente,
clasificamos la actividad neuronal registrada en: actividad espontanea (AE, 200 ms
previos a la estimulacion); la actividad provocada, que corresponde a los 25 ms
posteriores al estimulo en el campo receptivo y la post descarga (PD), los ultimos

200 ms del tren de estimulacion (Figura 6).
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Figura 6. Andlisis de las respuestas somatosensoriales de las neuronas de S1. A.
Registro representativo de una neurona de S1 en donde se sefiala en un recuadro gris la
actividad espontanea (AE) y la post descarga (PD). La estimulacién del campo receptivo se
indica con una flecha. Las lineas punteadas indican los 25 ms tomados de la respuesta
provocada. B. Mapa de color en donde se representa la sumatoria de los potenciales de
accion por cada bin (5 ms) de a lo largo del tiempo. Los colores célidos indican un mayor
numero de potenciales de accion respecto a los colores frios. C. Histograma peri-estimulo
correspondiente a los 25 ms tomados de la actividad provocada.
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Para su representacion gréfica se usaron mapas de color donde en el eje de las X
se encuentran cada una de las neuronas registradas y en el eje de las Y la sumatoria
de los potenciales de accion por cada bin (5 ms) de a lo largo del tiempo. En la barra
de color, los colores célidos indican un mayor numero de potenciales de accién
respecto a los colores frios. Ademas, se realizaron histogramas, donde cada barra
indica la frecuencia en que ocurre un potencial de accion en el tiempo por cada bin
(5 ms).

Para el andlisis de los registros extracelulares multiunitarios la respuesta provocada
se normalizé como el cambio en la actividad neuronal con respecto a la respuesta
neuronal provocada con el primer estimulo. La respuesta se dividié con base en su
latencia de respuesta en latencia temprana (que consistia en los primeros 50 ms) y
tardia (150 ms posteriores) de cada intervalo (AE, P1, P2 y P3) como se muestra

en uno de los histogramas representativos de la Figura 7.
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Figura 7. Andlisis de las respuestas neuronales de latencia temprana y tardia
provocada por estimulos sensoriales de neuronas de S2. A. Mapa de color
representativo de una neurona de S2 en donde se indican con flechas el momento de la
estimulacion del campo receptivo (5Hz). B. Histograma peri-estimulo del ejemplo mostrado
en A en donde se muestra la respuesta provocada temprana (los primeros 50 ms, recuadro
gris) y la actividad tardia (los 150 ms posteriores, recuadro violeta).
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Para el andlisis del cambio provocado por la activacion de los astrocitos, evaluamos
el valor de la pendiente resultante de la linea de regresion lineal obtenida de la
respuesta provocada por la estimulacion sensorial en los diferentes pulsos, estos

valores fueron graficados y posteriormente comparados.

5.6 Analisis estadistico

Se realizé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para determinar las pruebas
estadisticas mas adecuadas para la comparacion entre grupos. Para los andlisis
longitudinales se utilizé una prueba T pareada o una ANOVA de medidas repetidas
dependiendo de si se analizaron dos 0 mas grupos (respectivamente). Para el
analisis estadistico de datos no paramétricos se realiz6 la prueba Kruskal-Wallis. Se

consideré como significativo una p<0.05.

34



6. RESULTADOS

Con el fin de analizar la actividad neuronal provocada por estimulos
somatosensoriales en S1 y S2, primero identificamos las coordenadas de S1y S2
correspondientes a las patas delanteras. Para esto inyectamos el trazador
liposoluble Dil en S1 (Figura 8A), de acuerdo con las coordenadas del Atlas de Allen
(AP = 0.38 mm, ML = 2.5 mm, DV = 0.5 mm). Tres semanas posteriores a la
inyeccidn, la marca del colorante (rojo), se puede observar en S1 (Figura 8B) y en
la regidn lateral de la corteza en el sitio que coincide con S2 (AP =-1.06 mm, ML =

4 mm, DV = 1-2 mm con respecto a Bregma) (Figura 8D).

B c

Figura 8. Identificacién de las coordenadas de las proyecciones de la region S1 de
las patas delanteras hacia la region de S2. A. Paradigma de inyeccién. Se realizaron
inyecciones de trazador retrégrado en el area correspondiente en S1 y se analiz6 su
proyeccion hacia S2. B. Diagrama de un corte coronal del Atlas de Allen en donde se indica
con un recuadro el area que corresponde a la pata delantera de la corteza S1 (B) y S2 (D)
Barra de calibraciéon de 1mm. Acercamiento del &rea de S1 (C) y S2 (E) en donde se
observa la marca del trazador. Barra de calibracion de 0.5 mm.
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6.1 Caracterizacion de las respuestas neuronales de S1 producidas por

estimulos somatosensoriales.

El procesamiento de la informacion sensorial llega a S1 en donde las neuronas
codifican la presencia de un estimulo, mientras que en S2 la respuesta de las
neuronas esta mas asociada con el desempefio conductual (Liao y Chen, 2008;
LaFuente y Romo, 2005). Para estudiar el papel de los astrocitos durante el
procesamiento sensorial, primero caracterizamos las respuestas neuronales
inducidas por la estimulacion de la pata delantera contralateral a la craneotomia en
S1 utilizando registros extracelulares unitarios en ratones anestesiados con
protocolos de estimulacion eléctrica a diferentes frecuencias (5 Hz, 10 Hz, 20 Hz,
30 Hz y 40 Hz) (Figura 9A). Cuantificamos la actividad espontanea, la actividad
provocada y la post descarga para conocer el estado de la red antes, durante y

después de la estimulacion somatosensorial (Figura 9B) (ver Metodologia).

La actividad espontanea se refiere a las actividades intrinsecas que no son
propiamente una respuesta provocada a algun estimulo externo (Liu et al., 2022).
Para conocer el estado de la red en condiciones basales, comparamos la actividad
espontanea de S1 y S2. El promedio de los potenciales de accién durante la
actividad espontanea presenta una mayor actividad en S2 en comparacioén con S1
(Figura 9C) lo que nos indica que el patron de actividad neuronal intrinseca entre

ambos circuitos es diferente.

La estimulacion prolongada puede inducir que las neuronas presenten un grado de
adaptacion dependiendo de los parametros de estimulacion como la frecuencia
(Ahissar et al. 2001). Para analizar el efecto de la estimulacion somatosensorial
repetida sobre la actividad neuronal, aplicamos protocolos de diferente frecuencia
para observar la dindmica con diferentes tiempos inter-estimulo. En este caso,
ajustamos una curva de decaimiento por cada respuesta neuronal registrada y
representamos esta dinamica graficando Unicamente los primeros tres pulsos de
cada protocolo. Como podemos observar en la Figura 9D-9H, hay una disminucion
significativa de la actividad neuronal respecto al primer estimulo conforme aumenta

la frecuencia de estimulacion (estimulacion >20Hz). Esto nos sugiere que en S1
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existen mecanismos de adaptacion que disminuye la respuesta de las neuronas.
Posteriormente, caracterizamos la dinamica con la que se adaptan las respuestas
a estimulos somatosensoriales, por lo que calculamos la constante de decaimiento
exponencial (Tau) ajustando una curva y se obtiene el tiempo en el que decae el
63% de la respuesta provocada de cada neurona registrada (Figura 91). Como se
puede observar en la Figura 9J, la Tau va disminuyendo significativamente
conforme aumente la frecuencia lo que nos indica que, a frecuencias mayores, mas

rapido decae la respuesta sensorial.

Finalmente, nos preguntamos como cambia el circuito neuronal posterior a la
estimulacién sensorial con la finalidad de conocer la plasticidad de corto plazo en
estos circuitos. Para esto comparamos la actividad espontanea y la post descarga
de S1 y S2. Como podemos observar en la Figura 9K-L, no hubo una diferencia
significativa entre la actividad espontanea y la post descarga tanto en S1 como en
S2, lo que nos sugiere que los cambios generados por la estimulacion
somatosensorial son temporales y que ambos circuitos regresan a su actividad

basal.
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Figura 9. Caracterizacion del estado de la red antes, durante y después de la
estimulacion somatosensorial en S1. A. Esquema experimental del registro extracelular
unitario realizado en S1 durante los protocolos de estimulacién eléctrica a diferentes
frecuencias. B. Representaciéon de los intervalos usados en el andlisis de datos.
Representada la AE (Actividad espontanea), con flechas los 25 ms posteriores al estimulo
y la PD (Post descarga). C. Comparacion de la actividad espontanea entre S1y S2. (n= 13
en S1y n=15 en S2, Prueba t de Student (p= 0.0253)). D-H. Comparacién de la actividad
provocada 25 ms después del estimulo a diferentes frecuencias (5-40 Hz) (n= 13, Prueba
ANOVA medidas repetidas (p<0.05)). |. Diagrama representativo para la obtencion de la
constante de decaimiento exponencial (Tau) de una neurona representada en azul. J.
Gréfica de decaimiento exponencial de cada protocolo de estimulacion a diferentes
frecuencias (Prueba Kruskal-Wallis (p<0.05)). K-L. Comparacion de la actividad
espontanea y post descarga entre S1y S2. Prueba t pareada (p= 0.3404 y p= 0.3813).
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6.2 Caracterizacion de las respuestas neuronales de S2 producidas por

estimulos somatosensoriales.

Una vez caracterizados los mecanismos adaptativos en S1, decidimos caracterizar
de manera mas detallada esta adaptacion en S2. Para esto seleccionamos solo el
protocolo de 5Hz y cambiamos la duracion del tren de estimulacién de 2 pulsos con
una duracién de 600 ms hasta un tren de 9 pulsos con una duracién de 2 segundos
(Figura 10A). Posteriormente graficamos la dinAmica de cada neurona a través del
tiempo, como podemos ver la respuesta neuronal disminuye en comparacion con el
primer estimulo en cada uno de los protocolos. De acuerdo con los resultados
descritos anteriormente, podemos decir que ambos circuitos (S1 y S2), se adaptan

después de una estimulacion repetida.
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Figura 10. Caracterizacion de la adaptacion sensorial en neuronas de S2. A. Esquema
experimental del registro extracelular unitario en S2 durante los protocolos de estimulacion
eléctrica a 5 Hz con diferente duracion. B. Representacion de los intervalos usados en el
andlisis de datos. En la parte superior un registro crudo donde se sefialan los 200 ms
posteriores al estimulo, con un acercamiento y su histograma correspondiente. C-G.
Respuesta provocada en neuronas de S2 usando protocolos de estimulacion de la misma
frecuencia, con diferente numero de pulsos (n=13). Prueba t pareada para protocolo de dos
pulsos, Prueba ANOVA medidas repetidas para protocolo de tres pulsos en adelante
(p<0.05).
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6.3 Caracterizacion de las respuestas neuronales a estimulos
somatosensoriales en S2 durante la activacion de los astrocitos con
DREADDs.

Varias lineas de evidencia han demostrado que los astrocitos responden a
estimulos somatosensoriales (Ghosh et al., 2013; Zhang et al., 2016; Lines et al.,
2020). Para analizar la participacion de los astrocitos en el procesamiento sensorial,
incrementamos los niveles de Ca?* usando la expresion de DREADDs en los
astrocitos a través de la inyeccion en la corteza somatosensorial secundaria del
vector viral pAAV-GFAP-hM3D(Gq)-mCherry que contiene un promotor GFAP
(especifico para astrocitos) y que codifica el receptor muscarinico M3 humano
fusionado a mCherry (Figura 11A). Después de tres semanas, corroboramos la
expresion de los DREADDs en los astrocitos mediante inmunofluorescencia para la
identificacion de Neuronas (NeuN) y la visualizacion de DREADDs a través del
reporteo mCherry (Figura 11B-C). Como podemos observar en el corte coronal
mCherry no colocaliza con NeuN, ademas de que la morfologia de las células que
expresan el reportero es caracteristica de un astrocito (Figura 11D), lo que nos

indica que la expresion de los DREADDs es exclusiva en astrocitos.

Previamente se ha reportado que la activacion de astrocitos con CNO aumenta la
amplitud de las ondas de Ca?*, asi como la probabilidad de estos eventos (Chen et
al., 2016; Martin-Fernandez et al., 2017; Adamsky et al., 2018; Cavaccini et al.,
2020; Van Den Herrewegen et al., 2021). Por lo que caracterizamos la dindmica
temporal de la activacién de astrocitos, analizando la respuesta de Ca?* en los
astrocitos tras la aplicacién de CNO. Para esto, se tomaron imagenes de Ca?* en
ratones anestesiados previamente inyectados para expresar DREADDs y el sensor
de Ca?* GCaMP6f (Figura 11E). La dindmica de Ca?* en astrocitos se monitored 15
minutos antes y una hora después de la inyeccion intraperitoneal de CNO (1mg/kg).
Como se muestra en el mapa de color, las oscilaciones de Ca?* son periddicas
(Figura 11F). Para hacer un andlisis mas detallado, se cuantifico y grafic6 el
promedio de la amplitud de las respuestas de Ca?* (Figura 11 G), que representa el

cambio en la sefal de fluorescencia con relacion a la fluorescencia basal (dF/F). Se
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considero como fluorescencia basal a la actividad espontanea de Ca?* de los
astrocitos de S2 10 min previos a la inyecciéon intraperitoneal de CNO. Como
podemos observar, la activacion de los astrocitos con CNO produce incrementos en
la amplitud de los eventos de Ca?* desde los 20 minutos, que tienen una duracion

de una hora.
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Figura 11. La activacion de DREADDs con CNO induce incrementos de calcio en
astrocitos de S2. A Diagrama experimental de la expresion de DREADDSs en astrocitos de
S2 a través del vector viral pAAV-GFAP-hM3D(Gq)-mCherry. B Corte coronal
representativo positivo a NeuN donde esta sefialado en el recuadro el area correspondiente
a S2. Barra de calibracion 500 micras. C Expresiéon de DREADDs bajo el promotor GFAP.
Barra de calibracion 500 micras. D Acercamiento donde se observa la morfologia de un
astrocito. Barra de calibracion 20 micras. E Co-localizacién de ambas imagenes. Barra de
calibracion 500 micras. F Diagrama experimental de la expresiéon de DREADDSs y el sensor
de calcio GCamp6f para la obtencibn de imagenes de calcio. G Mapa de color
representativo de la dindmica de Ca?" antes y después de la inyeccién de CNO. H
Cuantificacién del promedio de la amplitud de las respuestas de Ca?* (dF/F), con una flecha
se indica el momento de la inyeccion de CNO.

En el caso del procesamiento sensorial, se ha reportado que los astrocitos de S1
pueden codificar las caracteristicas intrinsecas del estimulo sensorial como la
duracion y la frecuencia, asi como modular la actividad neuronal provocada

sensorialmente (Lines et al., 2020). Sin embargo, en la actualidad la participacion
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de los astrocitos en S2 permanece desconocida. Lo que nos llevo a caracterizar las
respuestas neuronales provocadas por estimulos somatosensoriales en S2 durante
la activacion de los astrocitos. Para esto, realizamos registros extracelulares
multiunitarios, aplicando el protocolo de estimulacion sensorial de 5 Hz con tres
pulsos en la pata delantera y activando a los astrocitos con la inyeccion de CNO
(Figura 12A). Posteriormente, promediamos la actividad neuronal durante: la
actividad espontanea (AE) y los 200 ms posteriores al estimulo durante cada pulso,
mostrados en el eje de las X (descrito en Metodologia), mientras que el tiempo
transcurrido antes y después de la inyeccion lo representamos en el eje Y. Como
podemos ver, se observa un aumento en la respuesta provocada entre los 30 y 50

minutos después de la inyeccién de CNO (Figura 12B).
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Figura 12. La activacion de DREADDs en astrocitos induce un aumento en las
respuestas provocadas por estimulos somatosensoriales en neuronas de S2. A
Esquema experimental del registro extracelular multiunitario en S2 durante el protocolo de
estimulacion eléctrica a 5 Hz con 3 pulsos y la inyeccion intraperitoneal de CNO. B Mapa
de color con el promedio de la respuesta provocada por estimulos somatosensoriales en
neuronas de S2 antes y después de la inyeccion de CNO en los intervalos analizados: AE
actividad espontanea, la actividad provocada después de los 200 ms de cada estimulo (P1,
P2y P3). n=50.

42



Para analizar la actividad neuronal provocada por estimulos sensoriales, la
clasificamos de acuerdo con su latencia en respuesta de latencia temprana a los 50
ms que corresponde con la respuesta provocada inmediata (Figura 13A) y la
respuesta de latencia tardia que puede reflejar la actividad reverberante del circuito
a través de conexiones reciprocas entre las cortezas somatosensoriales (S1-S2) y
motoras (M1) (Figura 13F). Para una mejor representacion, graficamos la dinamica
poblacional de la respuesta a través de un histograma de frecuencias durante el
control y cada 30 minutos posteriores a la aplicacion de CNO. Como se puede
observar, durante la respuesta de latencia temprana (Figura 13B), no se observan
cambios la actividad espontanea, es decir, la activacion de los astrocitos no modifica
la actividad espontanea. Sin embargo, en el caso de la actividad provocada (Figura
13C-E), el CNO aumenta la respuesta provocada a los 30 minutos durante la
presentacion de los 3 pulsos, representado por el desplazamiento de la linea
amarilla hacia la derecha. Ademas, esta actividad regresa a su condicidn inicial
después de una hora, lo que podria estar indicando que la activacion de los
astrocitos por la administracion de CNO no altera el estado de excitabilidad del
circuito, sino que actia directamente sobre las respuestas a los estimulos

somatosensoriales.

Por otro lado, en la respuesta de latencia tardia podemos ver que posterior a la
aplicacion de CNO, la actividad espontanea disminuye, es decir, se desplaza hacia
la izquierda desde los primeros 10 minutos, el cual es maximo a los 30 minutos y
regresar hacia la linea control una hora después (Figura 13G). Sin embargo, no se
observan cambios en la actividad provocada por la estimulacién sensorial. Esto nos
indica que la activacién de astrocitos en S2 en la respuesta de latencia tardia puede
disminuir la actividad espontanea, es decir, reducir la excitabilidad del estado basal
del circuito sin modificar la actividad provocada. Lo que nos sugiere que puede
haber una reduccion de la actividad reverberante del circuito que no tiene un efecto

directo sobre las respuestas provocada ante estimulos somatosensoriales.
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Figura 13. La activacion de astrocitos aumenta la actividad provocada por estimulos
somatosensoriales durante la respuesta de latencia temprana y disminuye la
actividad espontanea durante la respuesta de latencia tardia en neuronas de S2. A
Mapa de color con su respectivo histograma peri-estimulo donde se indica la actividad
neuronal correspondiente a la respuesta de latencia temprana (primeros 50 ms) indicados
en morado de cada uno de los intervalos usados: actividad espontanea (AE), pulso 1 (P1),
pulso 2 (P2) y pulso 3 (P3). B-E Histogramas de frecuencia acumulada correspondientes a
la actividad espontanea (AE) (B), pulso 1 (P1) (C), Pulso 2 (P2) (D), Pulso 3 (P3) (E) en las
diferentes condiciones (Control representado por la linea azul punteada, CNO 10 min
representado por la linea roja, CNO 30 min representado por la linea amarillay CNO 1 hr
representado por la linea morada). F Mapa de color con su respectivo histograma peri-
estimulo donde se indica la actividad neuronal correspondiente a la respuesta de latencia
tardia (siguientes 150 ms) indicados en gris de cada uno de los intervalos usados: actividad
espontanea (AE), pulso 1 (P1), pulso 2 (P2) Y pulso 3 (P3). G-J Histogramas de frecuencia
acumulada correspondientes a la actividad espontanea (AE) (B), pulso 1 (P1) (C), Pulso 2
(P2) (D), Pulso 3 (P3) (E) en las diferentes condiciones (Control representado por la linea
azul punteada, CNO 10 min representado por la linea roja, CNO 30 min representado por
la linea amarillay CNO 1 hr representado por la linea morada).
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Para evaluar si habia cambios en la adaptacion sensorial durante la activacién de
los astrocitos, graficamos la actividad neuronal durante la estimulacion
somatosensorial y ajustamos una linea de regresion lineal para obtener los valores
de la pendiente resultante de este patron de decaimiento antes y 30 minutos
después de la administracién de CNO que es cuando se observo un maximo en la
actividad neuronal provocada (Figura 14A-B). Posteriormente graficamos los
valores de la pendiente en cada condicion (Figura 14C), como podemos observar la
administracion de CNO disminuyd la pendiente de la linea de ajuste que representa
la dindmica de la respuesta provocada, lo que demuestra que hubo un aumento

significativo de la adaptacién sensorial con la activacion de los astrocitos.
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Figura 14. La activacion de los astrocitos disminuye la adaptacion sensorial en
neuronas de S2. A. Respuesta provocada en neuronas de S2 usando el protocolo de
estimulacion de 5 Hz antes de la administracion de CNO. Prueba ANOVA medidas
repetidas. B. Respuesta provocada en neuronas de S2 usando el protocolo de estimulacion
de 5 Hz 30 minutos después de la administracion de CNO. Prueba ANOVA medidas
repetidas C. Comparacioén de la pendiente de las lineas de ajuste en la condicién control y
con CNO. Pruebat de Student (p = 0.0065). n = 50.
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7. DISCUSION

Durante el procesamiento de informacion sensorial, S1 esta involucrada en la
codificacion de las caracteristicas del estimulo y se comunica con otras regiones de
orden superior como S2 para poder formar la percepcion (Helmchen et al., 2018).
En este sentido, nos enfocamos en caracterizar, a través de registros
electrofisiolégicos, los patrones de actividad en las redes neuronales de S1y S2
generados durante la estimulacion somatosensorial para poder conocer la
participacion de los astrocitos durante el procesamiento sensorial utilizando enfoque

guimiogenético para la activacion de estos.

En S1, observamos que la respuesta a estimulos sensoriales disminuye
significativamente conforme se aplican frecuencias mas altas (Figura 9D-H). Este
proceso de atenuacion de las respuestas después de una estimulacion repetida es
una caracteristica comun en el procesamiento sensorial a la que se le llama
adaptacién sensorial y ha sido ampliamente reportado en todos los sistemas
sensoriales (Nicolelis, 2002). Sin adaptaciébn cada neurona codificaria una
respuesta por cada estimulo recibido en un tiempo determinado, por lo que la
relacion entrada-salida seria lineal y limitaria el rango dinamico de las salidas
(Whitmire y Stanley, 2016). Con la adaptacion, la funcion de entrada-salida se ajusta
para cambiar el rango respuesta de la neurona al estimulo que es mas relevante, lo
gue resulta en una codificacion mas eficiente (Diaz-Quesada y Maravall, 2008). Por
lo que su funcidén es la de ajustar la sensibilidad mediante la reduccion de la
capacidad de respuesta a la estimulacién ambiental que se traduce como una mejor

adaptacion al cambio (Wark et al., 2007).

En el sistema somatosensorial, la adaptacion neuronal se observa en todas las
etapas del procesamiento sensorial. En la periferia, los receptores participan en la
percepcion dependiendo de la frecuencia del estimulo. Los receptores fasicos o de
adaptacion rapida se activan inmediatamente cuando se presenta un estimulo y
luego permanecen silentes en respuesta a la estimulacion constante, sirviendo para

detectar los cambios en la informacion que el receptor reporta (Fitzpatrick, 2004).
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Las terminaciones encapsuladas, como los corpusculos de Meissner y Pacini, se
adaptan rapidamente y dependen de fibras sensoriales Aa 'y AB (Vega et al., 2009).
Los corpusculos de Meissner son sensibles a bajas frecuencias (5-40 Hz), se
encuentran justo debajo de la epidermis y tienen campos receptivos pequefos;
mientras que los corpusculos de Pacini son sensibles a frecuencias mas altas (60-
300 Hz), estan localizados en lo profundo de la dermis y tienen campos receptivos
difusos (Harrington y Hunter, 2001). Por otro lado, los receptores de adaptacion
lenta o tonica generan una descarga sostenida en presencia de un estimulo
continuo, dando informacién sobre la persistencia de un estimulo, para en conjunto
brindar informacion sobre las cualidades dinamicas como estaticas de un estimulo
(Feher, 2012). En este caso los discos de Merkel, en la superficie de la epidermis y

los corpusculos de Ruffini, en la dermis, se adaptan lentamente (Fitzpatrick, 2004).

A través de toda la via existen otros relevos a distintos niveles incluidas las
proyecciones desde la médula espinal hasta el cerebelo en los que la respuesta se
puede adaptar. En particular, en S1 la adaptacion aumenta a lo largo del tren de
estimulacion y es mas fuerte conforme aumenta la frecuencia (Kheradpezhouh et
al., 2019), lo que es consistente con nuestros resultados (Figura 9J). Ademas, se
ha descrito que esta adaptacion y su posterior recuperacion depende del curso
temporal de la estimulacion, en donde una estimulacion de corto tiempo produce
una adaptacion rapida mientras que una estimulacion prolongada puede producir

formas de adaptacion mas lentas y duraderas (Chung y Nelson, 2002).

Para explicar el fenédmeno de adaptacién se han sugerido diversos mecanismos que
involucran la modulacién de corrientes ibnicas como corrientes de K* dependientes
de voltaje (corrientes de tipo M) (Wang y Li, 2016; Hay Cheong, 2017), las corrientes
de K* activadas por Ca?* y por Na* (Reijntjes et al., 2019) y la recuperacion lenta de
la inactivacion de los canales de Na* que llevan a un aumento en el umbral de
disparo (Venkatesan et al., 2014). También se relaciona esta adaptacion con
plasticidad sinaptica como la depresion a corto plazo que modula la entrada
sinaptica dando lugar a la adaptacién para implementar el control de ganancia

(Abbott,1997). Este mecanismo de plasticidad sinaptica se debe a una disminucion
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en los neurotransmisores presinaptico, ademas de una reduccion en la probabilidad
de liberacion (Beck et al., 2005). En este sentido, varios autores han propuesto que
este mecanismo contribuye en mayor medida a la depresion de las sinapsis
excitatorias corticales (Castro-Alamancos, 2004; Heiss et al., 2008; Adibi y Lampl,
2021). Asimismo, la depresion a corto plazo podria modular los circuitos corticales
llevando a la adaptacion de las respuestas sensoriales a través de la disminucion
de las entradas talamocorticales que reduce la excitacion del circuito (Chung y
Nelson, 2002; Chung et al., 2013; Whitmire y Stanley, 2016). Recientemente se ha
sugerido que, en la corteza somatosensorial primaria, los circuitos inhibitorios estan

involucradas en la adaptacion de la entrada sensorial (Quon et al., 2018).

Ademas de determinar que la adaptacion en S1, nos enfocamos en conocer si S2
presentaba las mismas caracteristicas. Para esto aplicamos un protocolo de
estimulacién de una sola frecuencia (5Hz) durante un tiempo prolongado. En esta
region se observé una disminucién de la respuesta (Figura 10D-G). Si bien, ambas
cortezas presentan mecanismos de adaptacion, es importante mencionar que
podrian tener una aportacién diferente dependiendo de la funcién de la corteza
somatosensorial en la que suceda, es decir, en S1 estd mas asociado a la
codificacion mas eficiente de la presencia de estimulos novedosos, mientras que en
S2 podria estar mas relacionada con su papel como corteza de asociacion que

permita un mejor desempefio cognitivo.

En este sentido se ha reportado que en S2 las caracteristicas de las respuestas
neuronales son mas complejas. En un estudio donde se analiz6 la respuesta de
neuronas individuales en S2, Burton y Sinclair (1991), encontraron que las entradas
provenientes de los corpusculos de Meissner y Pacini se organizan en regiones
distintas, de estas células, la mayoria respondi6 mayormente a frecuencias mas
bajas (10-30 Hz) y sus respuestas se redujeron significativamente a frecuencias>
30 Hz. Posteriormente, Romo y de Lafuente (2013), observaron que las neuronas
en S2 no representan la estructura temporal del estimulo y sugieren que la
presencia de poblaciones neuronales dependientes de la frecuencia contribuye a la

discriminacion. Finalmente, en S2 las neuronas no solo dependen de las
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caracteristicas intrinsecas del estimulo, sino también del contexto. En este sentido,
un estudio reciente caracterizo las respuestas neuronales y las clasifico en neuronas
gue responden invariablemente al estimulo sensorial y en otro grupo de neuronas
especializado en codificar categdricamente la identidad del estimulo dependiente
del contexto (Rossi-Pool et al., 2021).

De manera complementaria, S2 esta densamente interconectada ya que posee
proyecciones de S1 hacia S2 y M1 (Aronoff et al., 2010) y de manera reciproca de
S2 a S1 (Suter y Shepherd, 2015) con una somatotopia invertida en espejo (Hubatz
et al., 2020). De manera interesante, S2 no solo posee esas inervaciones, sino que
también recibe proyecciones directas del talamo, tiene conexiones reciprocas de
manera contralateral y muestran campos receptivos bilaterales (Schluppeck y
Francis, 2015). Lo que en su conjunto nos sugiere que S2 es una region donde
existe una gran variabilidad en las poblaciones neuronales que le permiten que la

informacion sensorial se traduzca en percepcion.

Con el fin de estudiar el efecto de la activacion de los astrocitos en la dinamica de
estos circuitos neuronales, usamos un enfoque quimiogenético para modificar la
actividad de Ca?* de los astrocitos para investigar si contribuyen a la adaptacién
sensorial cortical. Para esto nos basamos en evidencia previa sobre la actividad de
Ca?* fisioldgica en astrocitos. Se ha reportado que los astrocitos responden a la
estimulacion sensorial con incrementos de Ca?* que tienen un retraso de entre 300
msy 10 segundos (Gu et al., 2018; Lines et al., 2020), dependiendo de la frecuencia
y la intensidad de estimulacion, estos eventos de Ca?* son duraderos (~1 seg) y se
acumulan (Gu et al., 2018). Esta dinamica se puede dirigir a través de la expresion
del receptor disefiado hM3Dq que se activa con su ligando CNO. Se ha reportado
gue la activacién quimiogenética de los astrocitos aumenta tanto la amplitud de las
ondas de Ca?" como la probabilidad de eventos (Chen et al.,, 2016; Martin-
Fernandez et al., 2017; Adamsky et al., 2018; Cavaccini et al., 2020; Van Den
Herrewegen et al., 2021). De manera especifica, se han observado en el soma y
arborizaciones (Chai et al., 2017; Durkee et al., 2019) con una duracion de hasta
una hora (Lines et al., 2020; Iwai et al., 2021)
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Con la finalidad de delimitar el estudio, elegimos dos periodos importantes: la
Actividad Espontanea (AE), para saber si los astrocitos modifican el estado de la
red en general y las respuestas provocadas, si es que los astrocitos Unicamente
modifican la respuesta al estimulo. Anteriormente la AE era considerada como ruido
y se pensaba que no tenia influencia en las respuestas provocadas. Sin embargo,
mas recientemente se ha sugerido que agregar una cantidad éptima de ruido a una
seflal subumbral permite que la sefal cruce un umbral y por lo tanto mejorar
significativamente la capacidad de deteccion de estimulos tactiles (Manjarrez et al.,
2003; van der Groen et al., 2008).

La activacion de los astrocitos en S2 no modificé la AE durante la respuesta
temprana, mientras que incremento la actividad provocada a los 30 minutos (Figura
13). En S2 no se encontraron antecedentes sobre la influencia de la activacion de
los astrocitos en la actividad de la red neuronal provocada sensorialmente, sin
embargo, se ha reportado que su activacién mejora la transmision sinaptica tanto
excitatoria como inhibidora, dependiendo de la célula diana, a través de la activacion
de los receptores mGIuR en el caso de la corteza visual (Perea et al. 2014). Por lo
que, la activacion de los astrocitos puede incrementar las respuestas provocadas a
través de mecanismos como la liberacién de glutamato que activa los receptores
NMDA en neuronas presinapticas y promueve una mayor comunicacion excitatoria
(Jourdain et al. 2017). Esta liberacion también puede aumentar la probabilidad de
liberacién de neurotransmisores mediante la activacion de receptores mGIuR vy
receptores ionotrépicos de glutamato en neuronas presinapticas (Perea y Araque,
2007; Nadkarni y Levine, 2008; Bonansco et al., 2011).

Por otro lado, en la respuesta de latencia tardia podemos ver que la actividad
espontanea disminuye (Figura 13G), lo que nos indica que hubo una disminucién
de la excitabilidad del estado basal del circuito. En este sentido, ademas de
glutamato, los astrocitos también liberan ATP que a su vez deprime la transmision
sinaptica excitatoria (Panatier et al., 2011; Araque et al., 2014). En conjunto, esta
sefalizacion inhibitoria de los astrocitos podria inducir una disminucién de la

actividad espontanea que a su vez delimite la respuesta sensorial provocada
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(Hartmann et al., 2015). Se sabe que las conexiones reverberantes determinan la
relacion entre los patrones de actividad espontanea y provocada (Han et al., 2008),
por lo que una reduccién de estas podria disminuir la variabilidad de la respuesta a

un mismo estimulo (Neri, 2010).

Para evaluar si los astrocitos modifican la adaptacién sensorial, comparamos la
pendiente de la dinAmica de decaimiento que habiamos observado previamente
(Figura 10) durante la administracién de CNO. Nuestros resultados muestran que la
activacion de los astrocitos de S2 aumenta la adaptacién sensorial ante estimulos
sostenidos. Los astrocitos pueden modificar la adaptacion sensorial a través de
mecanismos relacionados con la modulacion de circuitos inhibitorios. En este
sentido, se ha demostrado que los astrocitos regulan la actividad inhibitoria de las
interneuronas (Quon et al., 2018). Las interneuronas GABAérgicas son importantes
mediadores de la excitabilidad de las neuronas que es fundamental para mantener
una actividad adecuada de la red (Tremblay et al., 2016). En la corteza visual los
astrocitos son reclutados por interneuronas y modulan la sefializacion inhibidora
para controlar el tono inhibitorio del circuito, sugiriendo un papel en la regulacién
fina de la adaptacion (Henriques et al., 2022). En la corteza somatosensorial, lo
astrocitos pueden regular la actividad inhibidora produciendo una depresion
singptica y la liberacibn de neuromoduladores como la serotonina que esta

involucrada con la adaptacién de las entradas sensoriales (Quon et al. 2018).

Estudios previos indican que a través de estos mecanismos los astrocitos pueden
modular los circuitos neuronales a niveles mas complejos para integrar la
informacion sensorial funcionalmente. En este sentido, se ha sugerido que los
astrocitos regulan la actividad de la red neuronal provocada sensorialmente,
maximizando su rango dindmico a través de mecanismos de adaptacion sensorial
(Lines et al., 2020) y que pueden mejorar el rendimiento durante tareas de
discriminacion tactil a través de la inhibicion tonica (Kwak et al., 2020). Por lo que
proponemos que la activacion de los astrocitos en S2 puede contribuir a una mejor
percepcion de los estimulos sensoriales a través de mecanismos que permiten una

codificacion mas eficiente y que a su vez tiene un impacto en la mejora del
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desempeiio conductual en tareas relacionadas con la agudeza sensorial como la

discriminacion tactil.

8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados demostraron que la activacion de los astrocitos en S2 induce
incrementos de Ca?* citoplasmatico que disminuyen la actividad espontanea y
aumentan la actividad provocada durante el periodo de latencia temprana mientras
que durante la latencia tardia disminuye la actividad espontanea. Ademas, al
comparar la dindmica de adaptacion de las neuronas al estimulo somatosensorial
encontramos que la activacion de los astrocitos en S2 provoca un aumento de la
adaptaciéon sensorial. Esto nos lleva a concluir que los astrocitos de la corteza
somatosensorial secundaria participan en el procesamiento de la informacién
sensorial modulando la actividad neuronal provocada a través de mecanismos que
influyen en la adaptacion sensorial. Si bien se necesitan mas estudios para
relacionar estos mecanismos con su influencia en la fisiologia sensorial, nos abre la
puerta a futuras investigaciones para conocer de qué manera pueden los astrocitos
contribuir a una mejor percepcion de los estimulos sensoriales y mejorar el

desempefio conductual durante tareas de discriminacion tactil.
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