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Resumen

I.- RESUMEN

ACCIONES MOBULADORAS DE TAS CITOKINAS Y NUCLEOTIROS SOBRE 1A
TRANSMISION SINAPTICA DE NEURONAS PIRAMIDALES DEL HIPOCAMPO.
Mendoza-Fernandez Victor, tesis doctoral.

La transmusidon sinaptica, permite a las células del sistema nerwioso central (SNC). comunicarse
eficientemente entre ellas. Esta se realiza a través de contactos funcionales entre las neuronas,
denominados sinapsis La sindpsis quimica permite la comunicacién celular viz la secrecién de
neurotransmisores por parte de la neurona presindptica, produciende posteriormente el flyjo de
corriente en la neurona postsinaptica, por la activacién de receptores especificos En el hipocampo,
el principal neurctransmisor que media la comunicacion entre las células piramidales de Ja region
CAl, es el glutamato. Este actia, a través de su interaccién con receptores ionotropicos (NMDA) y
metabotropicos (AMPA y Kainato) En esta estructura, se han descrito también varias sustancias
capaces de modular la comunicacién sinaptica glutamatérgica entre las células piramidales, durante
procesos fisiologicos y fisiopatolégicos En el presente trabajo se amalizaron los efectos del
adencsin-5'-trifosfate (ATP) v de! interferon-o {TFN-at) sobre la transmisién singptica en neuronas
piramidales de la regién CAl en hipocampo EI ATP se ha descrito como un sustancia
neuromoduladora en el sistema nerviosos periférico (SNP) vy en la unidn neuromuscular Es
coliberado con acetilcolina y glutamato en varias partes de cerebro, incluyendo corteza, cerebelo e
hipocampo. recientemente se le ha involucrado en la proteccidn del hipocampo durame procesos
hipoxicos El TFN-o, es sintetizado y liberado por céluias neuronales y de la glia en corteza,
hipotalamo e hipocampo, durante varias fases del desarrollo neurcnal y durante procesos
neurodegenerativos Esta sustancia, induce varios efectos neuromoduladores en diversas partes del
SNC, sin embargo, su mecanismo de accidn es atn desconocido El objetivo del presente trabajo
fue caracterizar y determinar el posible mecanismo de accion por el coal el ATP v ¢l IFN-o. son
capaces de modificar l2 actividad sindptica en las células piramidales de CA1 Nuestros resultados
sugieren por una parte, gue el ATP inhibe la liberacion de glutamato a través de su interaccidn con
receptores purinérgicos (Pzy) a mvel presinaptico, acoplados a una proteina G ¢ independiente de su
tudrolisis & adenosina en el espacio extracelular Por otre lado el IFN-c, modifica la transmisidn
sindptica glutamatérgica y la plasticidad siniptica (potenciacién de largo término; LTP y depresién
de largo término, LTD), sin afectar significativamente la transmision mediada por GABA, ni las
propiedades eléctricas de las neuronas piramidales, tales como™ potencial de membrana, resistencia
de la membrana, ni la frecuencia de disparos de los potenciales de accion Este efecto, parece tener
componentes pre- y postsindpticos El TFN-or afecté la interaccidn del glutamato con receptores no-
NMDA y no alterd la respuesta mediada por receptores NMDA Finalmente, nuestros resultados
muestran que esta citokina media sus efectos a fravés de su interaccidn con receptores que requieren
la activacion de una cinasa de la tirosina El presente estudio, nos proporciona informacion atil para
poder entender los mecanismos por los cuates el ATP y el IFN-o modulan la comunicacion sindptica
entre las neuronas piramidales, asi como para poder entender algunos aspectos relacicnados con los
procesos fisiologicos involucrados en el desarrollo, aprendizaje, memoria y durante los procesos
neurodegenerativos en los cuales ambas sustancias han sido fuertemente implicadas.
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Summary

H. - SUMMARY

MODULATORY ACTIONS OF CYTOKINES AND NUCLEQTIDES ON SYNAPTIC
TRANSMISSION OF THE PYRAMIDAL CELLS IN HIPPOCAMPUS AREA. Mendoza-
Fernandez Victor, doctoral thesis

Neurons of the Central Nervous system (CNS) have an efficient communication mechanism, which
consists In functional contacts between neurons, called synapses. Chemical synapses enable
commumcation via the secretion of neurotransmitter, by the presynaptic neuron preduce secondary
current flow in postsynaptic neuron by acting on specific receptor molecules In the hippocampus,
glutamate is the major neurotransmitter that mediates the communication between pyramidal cells in
CA1l region Glutamate acts through its mteraction with ionotropic (NMDA) and metabotropic
receptors {AMPA and Kainate}). Has been shown in this structure, the presence of several
substances, during physiologic and physiopathologic processes, these substances have the ability to
modulate glutamate-mediated synaptic communication in pyramidal cells In the present study we
analyse¢ the adenosine-5'-triphosphate (ATP) and Interferon-o (IFN-ot) effects on synaptic
transmission in the pyramidal cells in CAl region of hippocampus. ATP has been described as
neuromodulator in peripheral nervous system and in the neuromuscular junction This substance 15
co released with acetylcholine and glutamate in several areas of the brain, such cortex, cerebellum
and hippocampus, this nucleotide has been imphicated recently in the lippocampal protection durning
hypoxic processes In the other hand, IFN-ot is sinthethized and released by neuronal and gha cells
in cortex, hypothalamus and hippocampus, during neurcnal development and neurodegenerative
processes This cytokine induces several neuromodulatory effects i several areas of the CNS.
however, its mechamsms action is unknown Our objectives were, characterized and determinate the
action mechanisms that ATP and IFN-o are acting to modulate the synaptic activity and synaptic
plasticity between pyramidal cells in CAl region Our results suggest that ATP inhibits the
glutamate release by acting at presynaptic level, and mnteracting with purinergic receptors (P2Y)
coupled to G-protein and independently of its extra cellular hydrolysis to adenosme With respect to
IFN-w, this cytokine modulates glutamate-mediated synaptic transmission and synaptic plasticity
(long term potentiation, LTP and long term depression, LTD) This substance did not alter GABA-
mediated synaptic transmission, or electrical properties of the pyramdal neurons, such as
membrane potential, membrane input resistance, nor action potential frequency firtng The IFN-a
modified glutamate interaction with non-NMDA receptors and did not modify its interaction with
NMDA receptors Finally, the cytokine’s effects are mediated by nts interaction with a receptor that
needs the tyrosine kinase activation The present study, give us information to understand the
mechanisms than ATP and IFN-o using to modulate the synaptic commumcation between
pyramidales neurons, and know the aspect related to physiological processes involved in central
nervous development, learming, memory and degenerative processes, where both substances are
strongly involved
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HI- INTRODUCCION

1. Antecedentes

1.1. Elementos neuronales del hipocampo

or su semejanza con los caballos de mar {del griego Aippo =
caballo, kampos = mounstro de mar), es la estructura cortical mejor caracterizada Su organizacion
es 1deal para el desarrollo de estudios de investigacion fisiologica v anatémica. Se conoce mucho
sobre su organizacion smaptica v de las caracteristicas del funcionamiento de las neuronas que lo
conforman Esta estructura es de gran mterés para diversos grupos de invesugacion por su relacion
con algunas patologias neuroldgicas, asi como por el papel importa‘nte que juega en las fonciones
cognitivas de diversos organsmos

Estudios neurafistalégicos, sugieren gue el lupocampo jucga un papel clave en ciertos aspectos del
aprendizaje y de la memoria. Aunque la naturaleza exacta de las funciones mnemomecas que realiza
el mpocampo permanecen ain desconocidas (Hammond, C., 1996).

En la figura | se muestran los elementos neuronales presentes en una rebanada delgada del
hipocampo tomada transversalmente a su eje longitudinal Muchos de los circuitos intrinsecos del
lpocampo se conservan en rebanadas tomadas con esta orientacidn, asi como los caminos
longitudinales y perperdiculares al plano de la rebanada (Tseng, M T, 1986}

El hipocampo proplamente esta dwvidido en cuatro regiones (fig. 1) las cuales han sido
tradicionalmente designadas comc CAl a CA4 (cuyas siglas provienen del latin cornu Amon) El
gyrus dentate, el subinculum, y la corteza enforhinal se incluyen en un términc mas general

conocido como formacidn hipocampal o la regidn hipocampal Bisicamente el hipocampo esta

constituido por las regiones CAl y CA3 La regidn CA2 es muy pequefia e indistinguible en algunas
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especies El area que se encuentra localizada entre el gyrus dentate y e} estrato gramulosum de la
regton CA3 se le denomina region Arlar, polimdrfica o hilus. Tanto el hipocampo como el gyrus
dentate son estructuras corticales de tres lammnas Las tres laminas fundamentales del hipocampo
son la polimérfica (estrato oriens), la piramida! (estrato prromndale) v !a molecular {estrato
radiatum 'y esiraio lqcumosum-molecuiare) {(Amaral, DG y Wiiter, MF, 1989, Brown, TH ¥
Zador, AM, 1991)

El hipocampo funciona como un centro que mtegra la informacién proveniente de varios siios
sensoriales. a través de la corteza emtorfunal, la regidn septal y contralateral del mpocampo
principalmente  Estas regiones tienen comunicacién con los elementos neuronales del hipocampo
paia poder establecer un flujo de informacién en un circuito cerrado, que finaliza con el
establecimuento de una respuesta integral (Kandel, ER | 1997).

Las prmcipales neuronas del hipocampo son las neuronas pirarudales Su cuerpo neurcnal o soma.
estz organizado en una {amina conocida con el nombre de estrato pirarmudal Este, basicamente es
una lamina curva constituida por dos ¢ ires cuerpes celulares El soma de las células piramidaies es
conice (en forma de pirdmide), con las sigwentes dimensiones promedio de 20 a 40 pm de base y
con una altura de 40 2 60 um Cadz célula cuenta con una dendrita apical de 3 a 10 um de didmetro,
que pasa del estrato radratum al estrato lacunosum-moleculare Presentan varas dendritas basales
con un diametro de 3 a 6 pm, que arborizan en un area de 200 a 300 um y forman el estrato oriens,
tanto las dendritas basales como las dendritas apicales estan cubiertas con espinas (Sarnat, HB y

Netsky, M G . 1981, Brown, T.H. v Zador, AM , 1951).
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fologia de las ¢élulas piramidales vana gradualmente en funcidn del sitio 2n que se localicen
en el hipocampo, por ejemplo, el soma es mas grande en CA3 gue en CAl, las dendritas apicales se
vuelver mas largas, mas delgadas v mas regulares en la forma de sus arborizacrones en CA1 que en
CA3 (Hammeond, C, [996)

Exisien fambién vanos iipos de interneuronas de cardcter mhibidor en el hipocampo,
especificamente en CAl, han sido identificadas las células Basket, las células no-Basket y las
interneuronas O/A  Estas internevronas junto con las neuronas piramudales forman smapsis
funcionales locales que deciden el tipo de respuesta que dark la neuropa prramidal a diversos

estimulos (Brown, T 1} y Zador, AM | 1591)

Figura 1 Elementos neuronales dc la formacidn hipocampal. Las drea marcadas incluyen cl subinculum, parte de la
corleza entorhinal, el gyrus dentate v las regiones CA1 a CA4. El hipocampo se divide en (1) estrato oriens, (2) cstrato
piramidale {la limma de cuerpos celulares se ilustra como Gvalos), (3) estralo radiatum, y (4) estrato lacunosum-
molecuiare Se csquemiatiza lambiér jz forma més cominmente usada para indncir un potencial sindptico: que cs
aplicando un estfimule en las fibras colaterates de Schaffer y registrar la actividad ciéeimea en un neurona de CAl a
través de un microclectrodo (Medificado de Cajal, 1911)

e —— T T
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1.2. Transmision sinaptica en los axones colaterales de Schaffer

Las conexiones sindpticas en el hipocampo son principalmente de tipo axo-dendriticas y axo-
somaticas, guardando una estructura convencional Los axones colaterales de Schaffer de la
neuronas piramidales de CA3 estdn parcialmente mielinizados, con nodulos de Ranvier a intervalos
de 60 a 70 um De los nodulos salen de dos a tres axones no mielinizados, los cuales siguen ung
trayectoria paralela a las fibras que les dieron origen Cada una de estas ramas presenta varias
protuberancias, las que hacen contacto con una o dos espinas dendriticas (Amaral, D G y Witter,
MP, 198%)

Consistente con su actividad excitadora, las sinapsis que forman las fibras colaterales de Schaffer

so de upo 1, lo que significa que presentan una membrana asinétrica rodeada por vesiculas

dichas sindpsis es la "espinula o espina” que se epcuentra en la terminal presiniptica (Andersen, P,
1990).

Las sinapsis que formaan las fibras colaterales de Schaffer sobre las neuronas piramidales de CAI
son las mas extensamente estudiadas en el cerebro de mamiferos, debido a que representan un
modelo experimental bastante adecuado para el anélisis de la actividad siaptica y los mecanismos
involucrados en su modulacion Tal ventaja es debida a que el tracto de fibras presinipticas, las
areas de contacto sinaptico vy la lamina de cuerpos celulares postsinapticos, pueden ser visualizadas
bajo inspecciém microscopica de baja resolucion, de tal forma, que los electrodos de registro y

estimulacién pueden ser colocados bajo control visual. Esta sinapsis se utiliza ampliamente para

hacer estudios intracelulares de la plasticidad sindptica (Brown, T H. y Zador, AM , 1991}
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La organizacion funcional de la sindpsis en el hipocampo gque forman los axones colaterales de
Schaffer presemta la siguiente disposicién las fibras del camino perforante hacen sindpsis sobre las
células granulares de! giro dentado, estas células granulares envian sus axones conocidos con el
nombre de fibras mossy a la region CA3 donde hacen sindpsis con las neuronas piramidales, las
cuales a su vez a través de las fibras colateraies de Schaffer en la region CAl forman sinapsis con
las neuronas piramidates.

En rebanadas de cerebro ias propiedades eléctricas pasivas de las neuronas piramidales de la region
CAl en hipocampo, medidas con la técnica de microelectrodo a 35°C, muestran los siguientes
valores potencial de membrana en repose en un rango que va de -55 a 75 mV, la resistencia de
membrana en rangos de 19 a 80 ML} y una constante de tiempo de membrana que vade 75a 143
me Estas células pregentan potenciales de accidén, generalmente e 1 arga, pr
por pulsos depolarizantes (Henderson, G., 1992, Madisom, D 'V, 1993)

En las neuronas piramidales de CAl se pueden obsevar potenciales postsinapticos espontinecs a
potenciales de membranz de reposo Varios potencilales postsinapticos pueden ser registrados
cuando se aplica un estimule adecuado a fas neuronas presinapticas La forma més reproducible de
inducir potenciales smépticos es por medio de la estimulacidn de las peuronas presinapticas con
pulsos eléctricos con duraciones iguales o mencres a2 05 ms Con este método se provoca un

potencial de accidn que wiaje a lo largo de la terminal nerviosa e induce la liberacidn de

neurotransmisores al activar canales de Ca®~ dependientes de voltaje en la terminal nerviosa (Fig 2}
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Remstro
Intracelular

Figura No, 2, Organizacion sinaptica en €l hipocampo utilizada para el registro de potenciales postsingpticos excitadores
(gEPSPs) en rebanadas de hipocampo, mantenidas 17 vifro. Se muestra tambén, los gEPSPs registrados de una céluia
piramidai. antes (a} v despugs (b) de usar una estmulacidn tetdmica a través del elecirodo de estmulacion (st)
Abreviaturas  pp=camuno perforante, comm Sche= fibras colaterales de Schaffer. DG= girus dentate. g= células
granutares y CA1, CA3= zona CA® y CA3 del lupocampo respectivamente (Modificado de Cayal, 1911)

Los potenciales postsindpticos excitadores {EPSPs) registrados en las neuronas, presentan una
duracién de 50 a 100 ms y amplitudes de 20 a 25 mV, estos potenciales son mediados por la
liberacion de glutamato v la subsecuente activacion de receptores no-NMDA (receptores AMPA o
KA) en la membrana postsinaptica. Durante el potencial se obvservan cambios en la conductancia a
Na". K™y Ca*™ (Madisem, DV, 1693)

Los potenciales postsindpticos inhibidores (IPSPs) que se registran en estas neuronas, presentan una
duracion de 60 a 110 ms y amplitudes de 42 12 mV, estos potenciales son mediados por la
liberacion de GABA v su interaccién con receptores GABA, en las membranas postsinépticas A
través de este canal hay un aumento en la conductancia a los iones CI, que se estima de
aproximadamente 20 pS cuando se encuentran abiertos 3000 canales GABA, en el pico del IPSP Se

observan también EPSPs & TPSPs miniatura, stendo mediados por la iberacion de peguefios cuantos

T e T A e e ———
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de glutamato y por la liberacion de pequefias cantidades de GABA respectivamente (Amaral, DG y
Witter, M P, 1989, Henderson, G, 1992; Hammond, C, 1996).

Bliss y Lomo en 1973 (Bliss y Lomo, 1973) demostraron que la estrmulacién con trenes de corta
duracién v con alta frecuencia en fas neuronas del hipocampo, produce un incremento en la amplitud
de los EPSPs registrados en las neuronas piramidales postsinipticas en respuesta de estimulos con
baja frecuencia Especificamente en el presente trabaje solo nos referiremos a la potenciacion de
largo termno (LTP, del inglés long term potentiatior) que presentan fas neuronas piramidales de fa
region CALl por la estimulacion de los axones colaterales de Schaffer

Un estimulo unico aplicado a los axones colaterales de Schaffer, nduce un EPSP con las

caracteristicas sefialadas anteriormente en las neuronas piramidales de CA] Cuando es aphicada una

axones cojaterales de Schaffer, a través del mismo elecirodo de esumulacidon y generamos
nuevamente un EPSP por medio de un unico estimule, después de la estimulacidn tetamca, el EPSP
registrado presentard un incremento en la duracion y en su ampltud (comparado con el EPSP
registrado antes del estimulo tetdnico), por lo que se dice que el EPSP se potencid (Bliss y Lomo,
1973, Malenka, R C, 1994, Malenka, R C y Nicoll, R A, 1999) Esta potenciacion es de un 30 a
50% en su amphtud v persiste horas cuando es registrado i virro e incluso dias cuando es registrado
at vivo (ver Fig 2)

La induccion del TP resulta de dos respuestas importantes en la inferaccion sindptica. por una parte
en la termunal presindptica se genera un aumento transitono e la liberacién de glutamato y por otra
parte en la terminacion postsindptica hay un aumento en la concentracién mtracelular de los iones

Ca’ La expresién del LTP involucra la activacién aumentada de receptores no-NMDA,
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especificamente los receptores AMPA, asi como los receptores NMDA  Los receptores AMPA estan
involucrados directamente en el componente temprano del LTP mientras que los receptores NMDA
participan mayoritariamente en el componente tardio, cuando el nivel de depolarizacion es suficiente
en la neurona postsindptica para que el Mg®™ permita el flujo de iones a través del receptor Otros
receptores asociados a este fendmeno, son los receptores a glutamato de tipo metabotropico
(MgluRs), los cuales estan involucrados directamente en la regulacién de umbral para la induccion
del LTP (Stevens, CF, 1993, Malenka, R C., 1994, Malenka, RC y Nicoll, R A | 1999)

Actualmente, se tiene bien establecido ofro evento de larga duracion el cual se induce con un
estimulo de baja frecuencia que causa una depresidon de larga duracién en la actividad siniptica,
conocido como depresion de largo término (LTD, del inglés long term depression, Malenka, R C |
1994) Este evento se induce en el area de CAl por medio de un tmice estimulo de baja frecuencia,
por elemplo, a una frecuencia de 1 a 5 Hz con una duracion igual o mayor 2 los 15 min (usualmente
se usan 900 pulsos a | Hz de frecuencia) Aunque la nduccion del LTD v el LTP son diferentes,
sorpresivamente comparte muchas caracteristicas con el LTP. por ejemplo, requieren la activacion
de receptores NMDA y un aumento en la concentracion de Ca®™ mtracelular Sin embargo, estudios
posteriores mostraron que el LTD registrado en vanos tipos de células, como neuronas piramidales
de CAl del hipocampo, cerebelares, de corteza visual, del striatum v de CA3 del hipocampo,
depende principalmente de la activacidn de receptores MgluRs y que éste es capaz de deactivar al
LTP por medio de la estimulacion de las céiunlas involucradas en la sinépsis, mediante el usc de un
estimulo de baja frecuencia Estas evidencias, permiten formular una simple tupdtesis, la cual
considera al Ca® intracelular como la sefial que controla la direccién del cambio en la respuesta

sindptica Esta hipbtesis también mvolucran balance en la actividad de dos enzimas importantes en

el sefialamiento intracelular mediado por este i6n, como lo son la proteina cinasa 11 dependiente de
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Ca®" calmodulma (CaMEN) y la proteina fosfatasa I (PP1) Ambas enzimas podrian influenciar la
respuesta sinipuca a través de sus estados de fosforilacion De tal forma que, pequefios cambios en
la concentracién intracelular de Ca®" | favorezean la activaciéon de la PP1 mientras que grandes
cambios en la concentracion de Ca®" facilitaria un incremento en fa actividad de CaMKII Debido a
que PP1 no es influenciada directamente por Ia [Ca” Ji, se ha propuesto a la cascada de proteinas
fosfatasas dependientes de Ca®' que involucra la activacion de caleineurina vy la defosforilacion del
inhibidor 1, como el transductor de la sefial de Ca’~ que incrementaria a actividad de la enzima PP1

Estudios recientes en los que se han utilizado inhibidores de estas enzimas han confirmado este
modelo (Malenka, R C., 1994, Mayford, M et al , 1995)

De esta forma, durante una estmulacién prolongada & baja frecuencia (1Hz), el Ca’ entra por la
espina dendritica via canales asociados al receptor NMDA v genera un pequefio incremento en la
[Ca™]i El calcio se une a CaM, la cual preferentemente activa calcineurina (PP2B) La calcineurina
defosforila al inhibidor 1 (I1), lo que automaticamente activa a la enzima PP1 La PP1 una vez
activa puede actuar sobre un gran niumerc de sustratos, enire los que se incluyen la CaMKII
receptores AMPA y quizis la activacion de un posible mensajero retrogrado Por otra parte, durante
la estimulacion de alta frecuencia, una gran cantidad de Ca’ entra a la espina dendritica via los
canales asociados a los receptores NMDA, de esta forma el Ca® se une preferentemente a la enzima
CaM que 2 su vez activa de manera selectiva a la CaMKIT La CaMKII activada puede actuar sobre
el mismo substrato involucrado durante el LTD. La proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)
también es activada por las altas concentraciones de Ca*"y fosforila al inhibidor 1, lo que inactiva a

Ia enzima PP1, (Mayford, M eral, 1993; Olet, RH S, et al, 1997} Fig 3
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Figura No. 3. Modelo que explica la cascada de seflalamientos mtracelulares que median al LTD y ai LTP. Durante la
estrmulaczon prolongada a baja frecuencia {(1Hz, como se muestra & lado de la espina sindptica que genera un LTD), €]
Ca™ entra a la espina dendritica a través del canal receptor de NMDA 1o que causa un pequefio incremento en la {Ca™]

El Ca™ se une a Ja CaM, la cual preferentemente se une a calcineurina (PP2B) Calcinenrina, entonces defosforila al
mhibidor 1 {(11). ¢l deja de irhibir a la PP1 Una vez que 1a PP1 estz achivada, puede actuar sobre un gran mimero de
sustratos, incluyendo CaMKIi, subunidades del receptor AMPA ¢ incluso algunes procesos que 1nfluyer en la
produccion de un mensajero retrogrado Durante la estinulacion de aita frecuencia (100 Bz, como se muestra a lado de
la espina singptica gue generz un LTP), una cantidad grande de Ca® entra a la espina dendritica a través de el canal del
receptor NMDA  En estas condiciones, €l Ca®" se una CaM y preferentemente activa 2 la CaMKIE. Activa Ia CabMKII
puede actuar sobre los musmos sustratos que estin modificados durante el LTD La cinasa de las proteinas dependiente
de AMPc {(PKA) también puede ser activada por altas [Ca™] lo ¢ue provaca la fosforilacién del 11 (Modificado de
Malenka, R.C, 1994)
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1.3 Neuromodulacién de la transmision sinéptica

A partir de que Loewi, Elliot y Langley (Dale, HH, 1935) consideraron a las sustancias quimicas
como mediadores de la comunicacién sinaptica entre las células excitables, las sinapsis quimnicas de
tipo excitador e inhibidor representaron el modelo mas sencillo para describir la fransmisién
siniptica central y neuromuscular Ma4s adelante, este modelo tuvo que desarrolarse para poder
explicar la mayoria de las observaciones fisioldgicas de los tejidos excitables Asi que, el modelo
mas adecuado tenfa que contemplarse con base a ug tipo de sindpsis mas compleja, la cual incluyese
al mismo tiempo, alguna de las siguientes caracteristicas' la participacién de diferentes primeros
mensajeros (neurotransmisores y/o neuropéptidos), actusndo a través de diferentes receptores v
activando diferentes sistemas de segunda mensajeria. A este tipo de mecanismos de mayor duracién
s¢ les agrupa dentro del término de Newromodulacion (Shephered, GM 1988)

En el hipocampo, el proceso de la nevromoduiacién de la transmisidn sinaptica ha side objeto de
gran variedad de estudlos; fomando aspectos como la interaccidn de los diferentes
peurotransmisores y neuropéptidos, que las neuronas piramidales co-expresan v co-hberan por la
esumulacion de las fibras aferentes y anahzando cual es el papel que éstas interacciones juegan en
los procesos fisiologicos que regula esta estructura Las preparaciones de rebanadas de hipocampo
it vitro, permuten analizar la comunicacién de sindpsis individuales y de circuitos de sindpsts en una
region de tejido estable y donde las mampulaciones farmacologicas pueden realizarse a traves de la
solucidn del bafio

De este tipo de estudios, se ha podide establecer que la comunicacion sindptica en el hipocampo,
medciada principalmente por ¢l glutamato, puede ser modulada por sustancias quimica liberadas en

esta  regidn, tales como la 5-Hidréxitriptamina (5-HT), la acetilcolina (Ach} v la noradrenalina

A e O ST
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{NA) Las principales funciones de estos neurotransmisores, estan relacionadas con fos aspectos
tuncionales de las neuronas piramidales; por ejemplo, la 5-HT regula le frecuencia de disparo y
algunos aspectos relacionados con la plasticidad neuronal. La Ach actia come un inhibidor
presinaptico de la transmision excitadora, por medio de un aumento en la amplitud de la
hiperpolarizacién observada después de inducirse una serie de potenciales de accién. Por tltimo, la
NA puede aumentar el grado de excitabilidad de las neuronas piramidales de la regién de CAl, a
través de la inhibicién directa de las interneuronas hipocampales, que utilizan al GABA como
principel neurotransmisor (Brown, T.H y Zador, A M, 1991)

Actualmente, se tiene bien documentada la presencia de otro tipo de sustancias dentro del SNC,
tas cuales hace algiin tiempo se consideraban ajenas al mismo Tal es el casc de las sustancias de
ongen mmune, las cuales tienen fa capacidad de pasar al SNC y también de ser smtetizadas por ias
células nerviosas Entre los principales compuestos de cardcter inmunoibgico se encuentran la
Interleucina-13 {IL-1P), el Factor de necrosis tumoral-o {TNF-ot) y el Interferén-o: (IFN-¢r) El
papel que estas sustancias tienen en el SNC, alin se desconoce, sin embargo, su presencia durante
procesos fisiologicos {crecimiento y desarrollo) v fisiopatoldgicos (isquema, infeccionss e
inflamacion), hace suponer que estas sustancias pueden formar parte de fas sefiales que regulan
algunas de las manifestaciones neuroldgicas {fiebre, somnolencia, anorexia, problemas de memoria
y aprendizaje) que se observan durante dichos procesos Posiblemente, 2 través de su accion directs
sobre las sindpsis quimicas establecidas en sitios especificos dentro del SNC, los cuales se encargan

de regular o controlar aspectos como la temperatura, ia ingesta de alimento e incluso los
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mecanismos involucrados en los procesos de memoria y el aprendizaje (Plata-Salaman, C R, 1991;
Patterson, P H. y Nawa, H 1993, Dafny, N, 1998)

A partir de la década de los 80's, los nucledtidos como la adenosma y el ATP principalmente, han
sido considerados como sustancias con finciones neuromoduladoras en varios tejidas, incluyendo
muscuto hiso, SNP y SNC. Con base = su produccien local y 1z capacidad que presentan tas
termimales nerviosas de fas fibras colaterales de Schaffer para liberarlas & la endidura sinaptica, se
cree que los nucleétidos pueden estar involucrados en eventos como la plasticidad sindptica v en la
proteccitn de las neuronas a procesos isquémicos (El-Moatassin, C | et al 1992, Inoue, K et ai,
1996, Inoue, X, 1998) Sin embargo, el papel que estas sustancias juegan en el proceso de
comunIcacion sindptica donde el glutamato es el principel neurotrasmisos aun no ha sido evaluado
Abriendo la posibilidad de establecer tanto a las sustancias de ongen inmunolégico como a las
sustancias que participan en el metabolisme celular, como neuromoduladeres capaces de modificar
la respuesta neuronal al principal neurotransmisor dentro del hipocampo v con ello modificar las
funciones que son reguladas por este centro cercbral

1.4 Citokinas como neurcmoduiadores

El IFN-o fue detectado originalmente en células inmunoldgicas Las propredades boldgicas del
IFN-o inclayen una potente actividad anti-viral, a través de la inhihicién de e proliferacion viral y
aumentando la respuesta inmune Imcialmente se pensé que el IFN-a, era producido  por
macrOfagoes, linfocitos v monociios, sin embargo, esta citokina se produce a bajos niveles
fisiologicos En una parte de este trabajo, nos centraremos en discutir los efectos del [EN-e. sobre el

sistema nervioso.
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Purante las terapias inmunoldgicas de largo término, en las cuales se usan citokinas tales como el
IFN-¢t, para ef tratamiento de enfermedades hematolégicas, SIDA y enfermedades autoinmunes
como la esclerosis miltiple, se han observado efectos adversos sobre €l SNC que son debidos a la
presencia de la molécula en sf (Adams, F., ef al, 1984, Rothwell, N.J. y Relton, J. K., 1993} Ademas
de los efectos inmunologicos inducidos por el IFN-q, esta sustancia produce una serie de efectos de
tipo no inmunclogico en los pacientes en tratamiento con estz crtokina, tales como: transtornos
motores y sensoriales, fiebre, anorexia, confusidén, depresion y suefio, los cuales se consileran
sintomas de dafio directo en el SNC (Plata-Salamaa, C.R., 1991; Dafny, N., 1998),

Dentro del cerebro el IFN-a alcanza concentraciones significativas en aquellos sitios en los cuales
no existe continvidad de la bamrera hematoencefilica (hipotdlamo y puente), bajando la
concentracion en las areas que se encuentran cublerias tfotalmente © lejos de la barrera
hematoencefiiica (médula espinal) Dentro del SNC existen sitios de unién para el IFN-o los cuales
representan un posible sitio de unidn para esta citokina y por ende una posible forma por la cual
ejerza sus efectos sobre la actividad neuronal También, se ha reportado que el IFN-o puede unirse a
receptores oploides en membranas ioldgicas (Prieto-Gomez, B | ef al, 1983, Dafay, N., 1998)

El IFN-o ejerce efectos colaterales sobre el SNC, los cuales desaparecen cuando se detiene el
tratamiento con esta citckina. Dentro de los efectos que modifican la conducta, tenemos a ia fatiga,
la astenia, la anorexia, los sintomas de fiebre semejantes a la influenza, escalofrios, dolor de cabeza
y dolor moscular (Dafny, N., 1998). En roedores, la administracion de esta citokina disminuye la
actividad motora v la ingesta de alimentc, lo cual se correlaciona con cambios en la actividad

clectroencefalografica Cuando se e mplean dosis altas de IFN-o, se observan dafios
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neurcdegenerativos, tales como incapacidad para concentrarse, dolor de cabeza intenso, perdida de
la locomocién, problemas emociopales y fotofobia; también, se han reportado a estas
concentraciones, problemas de atencitn, alucinaciones, estados anormales del humor, delidum,
conducta psicotica y dafios neurocognitivos (confusidn, dafios en la memoria inmediata v en la
habilidad intelectual) (Bocci, V., 1988, Paiterson, P.H. y Nawa, H. 1993),

Todos estos antecedentes, sugieren claramente una interaccion directa entre ef IFN-at y la actividad
de las neuronas centrales La hipdtesis de que ias citokinas juegan un papel importante en la
comunicacion entre el sistema inmune v el SNC se fundementa en las acciones moduladoras que
estas sustancias presentan sobre diferentes células nerviosas (Plata-Salaman, CR, 195D}
Recienternente, usando la técnica de patch-clamp, configuracién célula integra, se reportd que la IL-
18, pero no la IL-6 ni el TNF, potencian Jas corrientes membranales de cloro (CI) mducidas por
GABA en cultivos primarios de neuronas provenientes de cerebros de embriones de polio
(Lawrence, G M, 1991) La TL-1p, también disminuye las cormientes de Ca®" activadas por voltaje,
en neuronas hipccampales de lz regién CAl de cobayos a concentraciones patofisioldgicas (Plata-
Salaman, C Ry French-Mullen, I M | 1992)

Ademas, estas citokinas modulen varias corrientes idnicas dependientes de voltaje en mvertebrados
Por otrz parte, la [L-6 induce una diferenciacién neuronal de las células PC12, aumentando el
tamafio y el niimero de sus neurttas, asi como el mimero de canales de sodio (Na™") dependientes de
voltaje que poseen estas células y aumenta la sobrevivencia de neuronas colinérginas y
catecolaminérgicas en cultivo (Satoh, T y Nakamura, S., 1988) Estas citolanas, también regulan la

expresion de la sustancia P {SP) en algunas neurcnas del sistema nervioso auténoma v en el plexo

TR T =



Introduccion

mientérice de rata (Hofman, F M,, 1989, El TNF-o, inhibe en la iberacion de NA en la terminal
axonal, inducida por la estimulacion de neuronas aisladas de la emnencia media de rata. efecto
dependiente de la concentracion (Elenkov, I J, Kovacs, K, 1992)

El mecanismo por el cual las citokinas llevan a acabo sus efectos inmunoclogicos, involucra el
reconocimento de receptores que se localizan generalmente en la membrana celular Estos inducen
una sefial intracelular, la cual despierta una respuesta celular especifica Particularmerte, los IFN de
tipo I {IFN-¢, 8 y ) una vez unidos a su receptor inducen, la activacion de una enzima cinasa de la
trosina 2 (Tyk2), unida al dominio intracelular del receptor v a la Janus cinasa 1 (JAK1) que
adiciona dos grupos fosfato (P1) a residuos de la tirosina  Ambas enzimas fosforilan a tres diferentes
proteinas conocidas como STAT (del inglés Signal Transducers) La fosforilacion de las tirosinas,
induce su asociacion a una cuarta proteina de 48 Kda. El complejo resultante se une a ciertos gene;
dentro del ndcleo, lo que induce la respuesta inmunologica Interesantemente, las acclones de las
citokinas pueden estar mediadas también, po lz via de la estimulacidn de la sintesis del dxido nitrico
en algunos tejdos incleyendo neuronas {Eizirinki, D L., Cagliero, E., 1992; Gaillard, T, 1952; Minc-
Glomb, D, Tsarfaty, I, 1994} Sin embargo, e mecamsmo de accién por el cual las citokinas
pueden modular la respuesta sindptica ain se desconoce, generando gran ndmere de nterrogantes

sobre el papel que juegan estas neuromoduladores dentro del SNC
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1.5 Nucledtidos como neuromoduladores
Actuaimente, la adenosina y el ATP son considerados como neurotransmiosres en varios tejidos
mcuyendo el misculo hso (Burnstock, G y Kennedy, C, 1985), neurones periféricas (Bean, BP vy

Friel, DD, 1990, Evans, RF 2faf, 1992} vene

PN

SNC (Edwards, FA | e al, 1992, Shen, K, Z y
Nerth, R A, 1993} La aplicacion exogena de ATP provoca respuestas a través de dos subclases de
receptores P2, conocidos como P2X y P2Y Los receptores P2X son ionotrépicos, mientras que los
P2Y son receptores acoplados 2 proteinas G Varios grupos de investigadores han identificade a los
receptores P2 por clonacidn en neuronas periféricas y centrales (P2Y Webb, TE, efal |, 1993, P2X
Collo, G, ef al, 1996, Abbracchio, M.P y Bumstock, G, 1994, Fredholm, B.B. 1994)
Recientemente, a partir del conocimiento de las acciones moleculares del ATP, la funcidon de estos
receptores dentro del SNC recienfemente han tomado mucha atencidn

La adenosina y el ATP son liberados como consecuencia de la actividad fisiologica en las células
excitables y ejercen efectos potentes sobre las funcicnes neuronales v sinipticas Una de las
principales funciones de ios nucledtidos en el SNC es la neuroproteccidn, la cual se leva
basicamente por la inhibicion de la liberacion de glutamato, pues esta accion puede resultar en una
maniobra efectiva de proteccién neuronal durante la hipdxia v el proceso isquémico, especialmente
en el hipocampo (Burnstock, G. 1990, Inoue, K., 1995, Inoue, K. ef ol , 1996)

La liberacién de glutamatc puede ser inhibida por la reduccidn de la entrada de Ca® 2 las termunales
nerviosss Esto se ha logrado por medio del uso de antagemstas de los canales de Ca®” dependientes
de voltaje, del tipo N v L, neurptransmisores como GABA, adenosina (Dolphin vy Prestwich 1985,
Fedholm ef a7, 1989) v ATP (Inoue, K ef o/, 1996), posiblemente por la via de la inhibicién de

canales de Ca®" dependientes de voltaje o por una hiperpolanzacién en la termmal nerviosa
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El ATP es sintetizado en la terminal nerviosa presinaptica, el cual es almacenado en vesiculas
sinapticas para protegerlo de la degradacién Esta sustancia, se encuentra en las vesiculas sinapticas
Junto con neurctrapsmisores como la Ach y la NA El ATP es liberado por procesos dependientes de
Ca*" en cantidades estequiométricas con el principal neurotransmisor, o bien, come el principal
neurotransmisor en ciertos sitios dentro del SNC (Inoue, K., 1995, Inoue, K. ef af, 1996)
Extracelularmente, ef ATP es hidrolizado por medic de las ecto-3-ATPasas y por la ecto-5'-
nucleotidasas (Ziganshin, A.U, 1995)

Sin embrago, es posible que el ATP liberado al medic extracelular per se, pueda estimular a
receptores especificos y transmitiv la informacién a las peuronas generamdo un cambio en la
conducta neuronal y/c en la respuesta de estas células a neurotransmisores que se emplean durante la
iptica, sit la necesidad de su hidrdlisis para llegar hasia adenosina Con esto se
abre la posibilidad de que el ATP pueda proteger las funciones cerebrales de la sobre estimulacion

mediada por mensajeros guimicos
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1.6 Pianteamiente del problema

Con base a los antecedentes mostrados, en el presente trabajo planteamos realizar un analisis de los
efectos de sustancias neuromoduiadoras como el IFN-a v el ATP, sobre la comunicacion sinaptica
de las neuronas Para elio hemos tomado como modeio de comunicacién sindptica el que presentan
las céhulas piramidales de la region CAl del hipocampo v las fibras colaterales de Schaffer En esta
sindpsis se evaluod el efecto que armbos neuromoduladores, presentan sobre la actividad sindptica de
las neurcnas piramidales, por medio de registro de microetectrodo Analizando la smapsis a mvel
presinaptico y postsinaptico, asi como, el tipo de receptor al cual cada una de estas sustancia se une
y la segunda mensajerfa involucrada en la respussta inducida por esta unién. En otras palabras, se
analizé el mecamsmo por et cual ambas sustancias pueden ejercer sus efectos sobre la actindad
neurontal Estos resultados, nos daran informacion que nos permita conocer el tipo de relacion que
existe entre &l glutamato, principal neurotransmisor en el hipocampo, v sustancias capaces modular
la comumcacidn neuronal De esta forma, el andlisis basico que realizamos en este trabajo nos
situard en el contexto general en el que el ATP por una parte y el IFN-a por la oura, pueden ser
consideradas como sustancias neuromoduladoras y tener una idea mas cercana a ta posible funcién

que estas sustancias puedan tener en condiciones fisiologicas

Facuiad de Caencias UNAML
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1.7 Justificacién

La presencia de un gran numero de neuromoduladores ha side comprobada, en diferentes procesos
fiswoldgicos v fistopatoldgicos dentro de varias estructuras del SNC Por gjemplo, durante procesos
wflamatorios y neurodegenrativos, la concentracidn de citokinas, especificamente IFN-a se ve
considerablemente aumentada en sitios como hipocampo, hipotélamo, corteza v puente. Por otro
lado, en procesos de isquemua cerebral e hipoxia, la concentracién de ATP v adenosina se ven
dramaticamente elevadas Un aumento en la concentracion de cada una de estas sustancias y su
correlacion con signos y sintomas observados tanio en pacientes que reciben terapia con citokinas,
como en modelos /m wirro, evidentemente sugiere uea interaccion directa de estas sustancias con los
elementos neuronales y sindpticos que regulan ciertas actividades

Con ¢l anglsis de los ¢
piramidales de CAl en hipocampo, pretendemos determinar el mecanismo por el cual ambas
sustancias pueden Ilevar acabo sus efectos protectores en el caso del ATP y los efectos colaterales
del IFN-a sobre el SNC durante Ja terapia mmunolégica de varias enfermedades El conocimiento
de estos mecanismos, nos ayudaran para comprender la fisiologfa de la neuromodulacion en sitios
como el hipocampo, durante procesos fisiologicos y patologicos en el humano Permitiéndonos
también, una amphia gama de posibilidades terapéuticas en las cuales los efectos colaterales sean

menores, o puedan ser controlados, a la par de la generacion de efectos deseados para proteger la

actividad del SNC.
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2, Bipotesis
2.1. Hipotesis generales

A) El IFN-a0 modifica la comunicacién sinaptica de las neuronas piramidales de [a region

CAl del hipocampo mediada por glutamato, en [a que se involucra a receptores no-
NMDA, v Ja activacion de cinasas de la tirosina, sin alterar las propiedades eléctricas de

la membrana

B) Ei ATP inhibe la liberacion de glutamato, a través de su interaccién con receptores

independientes a los descritos para adenosina, localizados en la terminal presinaptica de

las neuronas piramidafes de la region CA1 del hipocampo

3. Objetives
3.1 Objetivos generaies

Para el caso del FN-c,

a)

Investigar los efectos y analizar el mecanismo de accién del TFN-o;, sobre la transmision
sindptica en las neuronas piramidales de CAI de hipocampo Hipotesis de trabgio Las
atokmas modulan Jas funciones neuronales mediante fa regulacion de la transmision
sindptica y de corrientes idnicas especificas implicadas en este proceso

Describir v caracterizar ¢l efecto del IFN-ot sobre los EPSPs e[PSPs generados por la
estimulacion quimica y eléctrica de las neuronas piramidales del hipocampe. Hipdtesis de
trabgjo las citokinas inhiben la fiberacion de los neurotranmusores que median tales
potenciales (glutamato, GABA)

Describir y caracterizar el efecto del IFN-c sobre ¢l LTP inducido en as neuronas

prramidales de la regién CAl del lupocampo, por lz estimulacidn teténica de los axones
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colaterales de Schaffer Hpdtesis de trabgjo. las citokina inhiben la liberacion de
glutamato v la interaccion con sus receptores a nivel postsinaptico.

d) Describir v apalizar los efectos del TFN- sobre el LTD inducido en las neuronas
piramidales del hipocampo, por una estimulacidn eléctrica de larga duracion y baja
frecuencia en los axones colaterales de Schaffer. Hipdtesis de trabgjo las citokinas estan
involucradas en Ia activacién de segundas mensajerias dependientes de Ca®" intracelular
y de la actividad de proteinas de la cinasa.

Para el caso del ATP

e) Caracterizar los efectos del ATP, adenosmna y de varios de sus andlogos, sobre la
liberacion simaptica de ghitamato en nevronas lipocampales de la region CAl Hipdtests
de trabaje el ATP puede wmhiber la Itberacién de glutamato de forma més potente que
sus analogos

f) Determinar si los efectos provocados por el ATP sobre la liberacion de glutamato, se
lievan a cabo a nivel presiniptico o postsinaptico. Hipdtesis de trabajo- ¢! ATP mhibe la
liberacion de glutamato por su interaccion con receptores especificos a nivel presinaptico

g) Determmar las caracteristicas farmacologicas del receptor sobre ¢l cual el ATP actia para
inducir sus efectos sobre la liberacidn de glutamato Hipdtesis de trabajo: et ATP per se,
activa receptores purmérgicos especificos capaces de mhibir |z liberacion de glutamato

L) Analzar el papet de las profeinas G sobre los efectos presindpticos del ATF en las
neuronas piramidales de la regién CAl del hipocampo Hipdtesis de trabajo: los efectos
del ATP sobre las neuronas piramidales se Heva acabo por su interaccidn con receptores

P2y acoplados a proteinas G.

e e, T e e e S e e s
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IV.- METODOLOGEA

1. Preparacién de las rebanadas de hipocampo (regién CA1)

Las rebanadas hipocampales fueron obtenidas de ratas Sprague Dawley macho, de 21 a 22 dias de
edad, con un peso promedio de 50 a 70 g, mantenidas en condiciones constantes de temperatura
(~23°C) y con acceso ad libitum al alimento v agua

Los animales fueron decapitados ¢ inmediatamente despuss, con el uso de unas tijeras se cortd la
piel del crineo a lo largo de la finea media del mismo El hueso del craneo se rompié usando unas
pinzas "rongueur’ La dura madre fue eliminada con la punta de una navaja de bisturi, siguiendo la
linea media del cerebro y replegandose hacia cada uno de los lados Con una espitula pequefia de

vidno se levanto suavemente el cerebro de la cavidad craneal, cortande cwudadosamente tos nervios

El cerebro fue colocado en un baflo de solucién de liqudoe cefalorraquidec artficial (LCRA) a 4°C
estabiizada con una mezcla de G y CO; al 95% y 3% respectivamente El objetivo de esta
mariobra fize el de reducir la demanda de oxigeno por parte de las células y dar al cerebro !a
suficiente firmeza para cortar las rebanadas Posteriormente, el cerebro fue colocado ventralmente
hacia arriba, en una caja de Petn con gasas empapadas con LCRA, de éste se formé un bloque,
contando fa parte anterior del cerebro a la altura del quiasma dptico y por la parte postenor a la
altura del cerebele Este blogue, se fijo con una capa delgada de cianoacrilato {superglue} a la base

de la camara de un vibrotomo (Campden Instruments, LTD). Por detras del bloque de cerebro se

colocd un trozo de silgar que sirvid de soporte al tejido mientras era rebanado (Fig. 4)
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Figura 4. Esquemz que muestra la disposicion de la cdmara del vibrotomo para obtener las rebanadas del hipocampo
con ur grosor de 400 pm

Las rebanadas se obtuvieron por cortes coronales del cerebro, la direccion de estos cortes tuvieron
un sentrdo rostro-caudal Generalmente las dos primeras rebanadas del hipocampo fueron
desechadas, para asegurar uniformidad en el grosor de las rebanadas signientes El grosor de las
rebanadas de hipocampo fue de 400 pm en la mayoria de los experimentos v de 300 um en ef caso
de los estudios realizados con toxina perfusis La duracidn de todo este proceso, desde que se
sacrificd al animal hasta la obtencién de las rebanadas fue de ~5 mun Las rebanadas fueren
mantenidas sobre unz malla de nvlon y sumergidas en la solucidn de LCRA a temperatura ambiente
(~25°C} v con burbujeo constante de O, y CO; al 95% y 5% respectivamente, mientras eran

utilizadas para los registros.

T I T S S
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2 Camara de registro

Para mantener a las rebanadas de hipocampo en condiciones fisioidgicas durante el registro, se
uiilizd una cimara de registro, localizada en un bloque de acrilico (41 X32X 12 cm} En la parte
central del bloque de acrilico, se encuentra la cémara con un didmetro de 1.3 cm, 04 cm de
profundidad y una capacidad de 1 mL La camara ¢uenta en su parte mferiof, con una entrada parala
solucion de LCRA, con la cual se perfundio a la rebanada, También cuenta con un canal, el cual
tiene la funcién de conducir el LCRA hasta una aguja de succion. Bsta aguja se encuentra a 1.5 cm
de la camara dentro de un pequefio pozo para evitar al méximo la vibracion originada por la succidn
Dentro de la camara se colocé a la rebanada, fa cual descansaba sobre una malla de nylon La
rebanada se fijd mecnicamente con la aynda de un marco de platino el cual posee tres hilos de
nylon en posicidn paralela

El LCRA que perfunde la rebanada, {lega a la camara de registro por medio de una presién constante
ejercida por la fuerza de gravedad La solucién se mantenia en un frasco Mariotte colocado a 60 cm
de la cAmara v equilibrada con una mezcla de Qs al 95% y CO; al 3%, vy mantenda a una
temperatura de 36 + 5°C La solucién que se encontraba en contacto con la rebanada era mantenida
en un rango de temperatura de 35 a 36°C, la cual se media durante tedo el registro La velocidad de
tlyo de fa perfusion fue de 1 5 a 2 mL/min.

Una rebanada de hipocampo a la vez fue colocada dentrc de la camara de registro Todos los
farmacos analizados, fileron aplicados por perfusion Debido a que la respuesta presindptica no
suifié desensibilizacion al IFN-¢t, ATP v sus andlogos, éstos fueron aplicados en forma de dowms

acumulativas
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En algunos experimentos, se aplicd glutamato, NMDA y GABA, por medio de una inyeccion de
presidn En este caso, se utilizaron pipetas de borosilicato de vidrio {de 3 & 6 mm de diametro en la
punta) llenas con la solucién a probar, glutamato (5 mM, pH 7.4) y NMDA (10 uM, pH 74) y
aphicando presion & través de la pipeta (generalmente de 140 kPa durante 100 a 160 ms) para
expuisar aigunos nanolitros de esta solucién sobre la capa de células piramidales de lIa region de
CA1 del hipocampo Para evitar efectos indeseables debidos 4! goteo de las soluciones contenidas
en la pipeta, ésta fue siempre colocada aproximadamente a 500 pim del fugar de la expulsion, siendo
aproximada al sitio deseado para su aplicacion, justo antes de la aplicacién de las sustancias. Las
aplicactones de gintamato se realizaron en células en las cuales se fij6 el potencizl de membrana a —
100 mV y las aplicaciones de NMDA, se realizaron cuzndo las células eran prefundidas con solucion
de LCRA Iibre de Mg"™ y al potencial de membrana basal.

3. Registro de la actividad eléctrica de las neuronas piramidales

Los registros intracelulares fueron realizados utilizande microelectrodos enos con una solucion de
KCI 3 M, con una resistencia de 40-80 ML El potencial de membrana fue medido con un
preamplificador Axoclamp-2ZA (Axon Iostruments Inc, Foster City, CA) La salida de este
preamplificador se conectd a un osciloscopro (TDS 210, Tektronics), para observar las sefiales
registradas, las cuales se grabaron y almacenaron para su posterior analisis en una computadorz PC,
con ia ayuda de los programas previamente instalados Axotape y pClamp (Axon Instruments). Un
registro intracelular de las células piramidales de CA1 fue juzgado satisfactoric si el potencial de
membrana era mayor ¢ iguat a 2-55 mV y la amplitud de los potenciales de accion fue 260 mV Los

potenciales postsindpticos excitadores mediados por glutamato (gEPSPs) fueron evocados por
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pulsos eléctricos  (20-100 us), aphcados con una frecuencia de 01 Hz a las fibras colaterales de
Schaffer, usando un electrode bipolar de tungsteno de 20 mm de didmetro (cubierto con teflén). En
presencia de 3¢ UM picrotoxina, se registrd el promedio de 5 gEPSPs consecutivos para cada
condicion experimental v se calculé la media de la amplitud Para minumizar los cambios en la
amplitud de los gEPSP dependientes de voltaje y la generacién de potenciales de accion, el potencial
de membrana se fijo a -100 mV, por medio de la inyeccion de corriente hiperpolarizante. La
resistencta de entrada y la constante de tiempo fueron medidas de los potenciales electroténicos
Inducidos por ia inyeccidn intracelular de pulsos de corriente constante (-100 pA de ampiitud y 100
ms de duracion) aplicada cuando el potencial de membrana esta en reposo.

Despucs de que la amplitud de los gEPSPs fue estable por 20 min, la corriente hiperpolanzante se
retico para poder nducir tanto el LTP como el LTD Para inducir el LTP utilizamos dos pulsos
cléctricos con una frecuencia de 100 Hz (iren} y una duraxcién de 1 s, aplicado a las fibras
colaterales de Schaffer a intervalos de 10 s Después de la estimulacion tetanica, el potencsal de
membrana fue fijado con la aplicacion de corriente hiperpolarizante a —100 mV y registrados los
GEPSPs durante periodos de 40 a 120 min E! LTD fue inducido por medio de una estimulacién
eléctrica de 5 Hz de frecuencia y con una duracion de 5 min aplicada en las fibras colaterales de

Schaffer

4. Soluciones y farmacos
Todes los registros se realizaron utifizando una solucién de Iiquido cefalorraquideo astsficial
(LCRA) a una temperatura de 35-36°C. La composicién de la solucién de LCRA fue (en mM). 124

NaCl, 5 KCI, 12 NaHzPO,, 13 MgSO4, 24 CaCl, 26 NaHCOs, 10 de glucosa Con una

TN T TR R e =
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osmelaridad de entre 290 2 310 mOsm/Kg y la cual siempre fue equilibrada con una mezcla de 95%
de O2 y 5% de CO2, para alcanzar un pH de 7.4

Los farmacos utilizados fueron sigurentes: Interferén abfz recombinante humano ([FN-a-2b, INF-q,
Schering-Plough), 4cido N-metil-D-aspartato (NMDA, Sigma), icide D-2-amino-5-fosfonovalerato
(APV, RBI, Natick MA), L-giutamate (Sigma), picrotoxina (RBI, Natick, MA), acido kinurenico
(Sigma) y genisteina (RBI, NatickMA). L solucién de genisteina (50 mM) fue preparada con

dimetisulfoxido (DMSQ; Sigma}

Adenosina (RBI, Natick,MA), las sales disodicas de: adenosina 5’-monofosfato (AMP, Sigma),
adenosina 5’-difosfato (ADP, Sigama), adenosina 5’-trifosfato (ATP,Sigma), sal de litio de a,ff-
metilen adenosma 5'-trifosfato (o,B-metilen-ATP, Sigma), sal de litlo de B-y-metilen adenosing 5°-
trifosfato (B-y-metilen-ATP, Sigma} y sal de tetralitic de adenosina —5-0-3-tiotrifosfato (ATP- v-S,
Sigma), sal disédica de 2-metiltioadenosina 5'-tnfosfato (2-Me-S-ATP, Sigma), sal disodica de
uridina 5'-trifosfato (UTP, Signta), sal sodica de guaniding 5°-tnifosfato (GTP, Sigma), sal sodica de
suramn (0 01-1 M, FBA, Germany), reactivo Blue-2 (Basilen Blue E-36, Sigma), acido 2°-4'-
disufonico-6-azofenil-piridoxalfosfato sédico (PPADS, RBI), toxina pertusis (PTx, Sigma), N-
metilenmaleinuda (NEM, Sigma), 2-Cloroadenosina (CADO, RBI), 8-ciclopentilteofilina {CPT,
REI), 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX, RBI), deaminasa de la adenosina (AD, RBI) Se
prepararon soluciones “stock™ de 0 1 a 10 mM con agua nanopura pars todas las sustancias o con
etano! (CPT y DPCPX) antes de disolver los farmacos en la solucion de LCRA. Las soluciones
“stock”™ de ATP, ADP y AMP fueron preparadas siempre 15 min antes de los experimentos Todas
las soluciones “stock” fueron mantenidas a -4°C durante el resto del dia y utilizadas el mismo dia de

su preparacion Todas las demas soluciones “stock” fueron mantenidas a —20°C
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5. Analisis de resuitados
Cada maniobra experimental fire repetida en 5 a 20 neuronas (n). Para disminuir la variabilidad de
nuestros resultados experimentales, siempre que fue posible las respuestas controles ¥
experimentales se realizaron en la misma neurona Las observaciones que presentaron una mayor
varigbilidad, se repitieron en un nlimero mayor de células Utilizamos la prueba de 7 de Student no
pareada, para evaluar las diferencias entre los valores promedio obtenidos de dos grupos diferentes
de células. Por otra parte, utilizamos también la ¢ de Student pareada para evaluar las diferencias de
los valores promedio obtenidos de las mismas células Las diferencias estadisticamente
significativas, se consideraron utilizando una curva gausiana de doble cola con una p<0 05 Es
importante mencionar gue el criterio de viabilidad celular que seguimos para realizar los registros de
las céfulas penetradas fueron los siguientes 1) la magnitud y estabilidad del potencial de membrana,
2) el umbral, amplitud y la forma de los potenciales de accidn espontineos o provocados v 4) la

naturaleza de la respuesta postsindptica provocada per la estimulacion presindptica
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¥.- RESULTADOS
1. Observaciones generales

Los resultados que se presentan fueron obtemdos de 260 células piramidales de la regién CAl del
hipocampo Las propiedades electrofisiologicas de las neuronas son muy similares a aquellas
previamente pubiicados usando técmcas de registro como patch-clamp y registros intracefulares
{Edwards, F A, 1989, Malinow, R, 1986; Mendoza-Fernandez, V, ef al, 2000). La media del
potencial de membrana fue de 6324 mV (con un range de —55 2 68 mV), una media de la resistencia
de entrada de 5419 MK (con un rango de 34 a 67 MQ)) y una media en la constante de tiempo de
1441 2 ms (con un rango de 11 a 116 ms) La medis de la amplitud de los potencisles de accién fue
de 74+4 mV (con un rango de 64 a 86 mV), la cual fie medida al potencial de membrana basai

A menos que se sefiale una conrdicién diferente, el uso de 30 uM de un antagonista de receptores 2
GABA., picrotoxina nos permitid bloguear los potenciales sindpticos mediados por estos receptores
Estos potenciales se registraron como depolarizaciones al potencial membrana de registro (-100
mYV) debido a la alta concentracion de iones claro dentro de electrodo de registro (2 M KCI). En 50
experimentos analizados, la perfusién de picrotoxina disminuyé la amplitud de los potenciales
sindpticos rapidos en un promedio de 42+5% de su valor control.

Para evaluar los efectos de IFN-o sobre los potenciales sinipticos réapidos mediados por GABA,
usamos 4cido kinurenico (100 M) para bloquear los receptores de glutamato 1onotropicos. El dcido
kinurenico redujo la amplitud de los potenciales sindpticos en un promedio de 6243% {n=9), en

relacion con su valor control
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2. FEfectos del Interferon-¢ (IFN-ct) sobre la transmisién sindptica del hipocampo
a. Efectos del IFN-u sobre la excitabilidad de las células piramidales de CA1

La perfusién de IFN-or (300 U/ml) durante 30 min no tiene efecto sobre el potencial de membrana
basal de {a neuronas piramidales Los valores controles y experimentales fueron 63%1 y 6241 mV,
respectivamente (n=12}. El IFN-a no altera tampoco Ia refacion de voltajecorriente, io que indica
que la resistencia de entrada de la célula o se ve alterada por la presencia de la citokina (Fig 5) La
forma del potencial de membrana ni Ja frecuencia de disparo se vio modificada por la aplicacion del

IFN-a, como muestra la figura y el cuadro [ (n=3)




Resultados

Centrol
Amplitad de la corriente inyectada (nAY o
Q8 Q6 04 02 i &
! l T T 9 g
¥ k::
g 420 B
§ R
¢ g
- ﬁ TENL anory 0]
Contral i S g IFN-t 300 Uhmi
1 fixd T & l
FN-c.300 U, 5 _jzu v
=-80 20 ms
]
I 4
20
C 5 gEPSPs
%
b 1
)
-8 elutamato/GABA-EPSPs
g 10f
3
&
=
] . \
100 300 1000 000
Concentracion de [FM-c en Uil
D phitamato/GABA-EPSPs E gEPSPs
0 ) .
;ﬂﬁ 108 m
IFH-e} en Wi 306 P
tace o 1608 g

Figura5 El [FN-o mhibe los potenciales postsindpticos excitadores (EPSPs) en las neuronas piramidales de CAl, sin
afectar sigmificaiivamente el potencial de membrana basal o la resistencia de entrada A. Muestra la relacién voltage-
carrente {V/) antes y en presencia de IFN-oc Los simbolos representan 12 media + E 8. (n=5) La resistencia de entrada
de la ¢élula, fise calenlada de la relacion V/1, mostrando valores de 5742 v 612 MC2 antes y en presencia de IFN-,
respectivamente B, Potenciates electroténicos inducidos por la aplicacion de pulses de cornente entrante v sahente de
100 pA con una duracion de 100 ms, antes (trazos superiores) y en la presencia de IFN-oo (trazos inferiores) La
durac16n, amplitud v namero de espigas mducidas por los pulsos depolanzantes ro faeron mod:ficas por la citokina (ver
tabla I} C, Curvas que muestran Ia relacién concentracion-respuesta de fos efectos de inhibicion del IFN-c sobre los
EPSPs control (glutamato/GABA. n=6) v los EPSPs mediados por ghitamato (gEPSPS; n=7). Estos efectos fueron
dependientes de la concentracién con una concentracion inhibidora 50 (IC50) de CI50=151 U/ml ¢ IC50=148 U/md,
espectivamente En B v E se mugstran fegistros tepresentativos realizados 30 mun despuds de haber hincado la
pesfusién de las concentraciones indicadas de IFN-.. gEPSPs se registré en presencia de 3¢ uM de picrotoxina.
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‘Tratamiento Controt YFN-o
Duracién {ms) 1.59+2 159+3
(NS}
Amplitud (mV} 832 8242
(NS)
Numere de espigas inducidas por un puiso e 100 ms 4405 540 2
(N8)
Velocidad de micio del potencial de accién (V/s) 23446 228+21
(N3)
Velocidad de caida del potencial de accién (V/s) 101+9 91£3
(NS)

Cuadro L Parimetros (media + E.S ; n=5)de los potenciales de accion inducidos por la aplicacion mtracelular de
pulsos de corriente entrante, en las neurcnas de CAl antes (control) y en presencia de [FN-a (300 U/ml) Los cambios
observados fieron no significativos (N.S.)

b. Efectos det IFN-cx sobre los potenciales sindpticos mediados per giutamato y
GARA

La perfusion de IFN-o (300 U/ml) presenta un pequefio efecto inhtbidor (943%) sobre los
glutamato/GABA-EPSPs, Las figuras 5C v 5D muestran el efecto de diferentes concentraciones
acumulativas de IFN-o sobre estos EPSPs (ICs;=151 U/ml). El efecto inhibidor del IFN-ct se
observd en todas las newrcnas analizadas (n=6), el cual fue irreversible. Como se menciond antes,
estos EPSPs fueron mediados por ghitamato v GABA, decidimos investigar el efecto de mtubicion
del JFN-o scbre cada uno de estos componentes La perfusion de esta citokina no presenté efecto
sobre los EPSPs mediados por GABA, los cuales fireron registrados en presencia de 100 pM de
acido kinurenico e inhibido por 30 uM de picrotoxina. Este tipo de EPSPs fue completamente

inhibido siempre por picrotoxina en una concentracion de 30 M

acuitaddemn, T
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Los EPSPs mediados por ghutamato (gEPSPs) fueron inhibidos por el TFN-¢ en forma dependiente
de la concentracion con una IC50=148 U7ml, presentande una inhibrcion méaxmma del 16£2% (Fig
5Cy SE, n=7) El efecto de inhitncion del TFN-o incid aproximadamente entre los 6 v 10 min y &l
maximo de efecto se alcanzd entre los 20-25 min después de iniciar ia perfusion del IFN-o Este
efecto fue irreversible incluso después del lavado del farmaco durante 30-60 min (n=6) Los gEPSPs
fueron registrados en presencia de 30 mM de picrotoxina y fueron blogueados por cido kinurenico
(100 uM) El efecto inhibidor del IFN-c (300 U/ml, n=4} sobre los gEP3Ps se previno por el pre-
tratamiento por 10 min de las rebanadas con genisteina (100 uM, datos no mostrados), la cual inhibe
especificamente la actividad de {a cinasa de la tirosina en el tejido hupocampal (G'Dell, T T, 1991}

El IFN-« también, redujo la depolarizacion inducida por la aphcacion de glutamato {Fig 6, panel
supenior) La media de los valores controles fue de 1623 mV y en presencia de IFN-o estos fueron
de 1123 mV (P<0 01; n=4) Siz embargo, ¢l IFN-o,, no modificé ia depolarizacion inducida por 1a
aplicacion local de NMDA (n=6, Fig 6, panel inferior) Estos resultados indicag que por lo menos en
parte, los efectos de wnhibicién del IFN-ot sobre los gEPSPs es a nivel postsinaptice v que envuelve

canales asoclados a receptores NMDA vy a proteinas con actividad de cinasas de la tirosina
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Figura 6, Bl IFN- mhibe ia depolanzacion inducida por gintamate pero no la depolarizacion inducida por NMDA La
myecc1on por presidn de glutamarto (5 mM, panel superzor) o NMDA (10 mM. panel infenor) se realizo al tempo que
mdican las fiechas Las depolanzaciones fueron registradas antes (control), 26 mur despugés de miciada la perfusion de
IFN-00 ¥ 20 mum después de discontinuar ¢l fairmace por ef Javado de la citofuna Observaciones similares a las mostradas
fueron obterndas en cuatro (panel superior) v seis (panel inferior) experimentos wdénticos. En estos expenimentos sélo
una newrona por rebanada fue registrada Los experimentos de glutamato fueron realizados en células a las cuales se le
fijo el-potencial de membrana a —100 mV por med:o de la aphcacidn de corriente. Los expenimentos de NMDA se
realizaron en un medio extracekuiar libre de Mg™ v al potencial de membrana basal

llO mv

¢. Acciones def TRN-c sobre 1a plasticidad sinaptica del hipocampo
Después de la estimulacion tetinica, se observo un incremento en la amplitud de los gEPSPs
(196+6% en comparacién con los registros controles, n=5) registrados a los 5 minutos después de la
estimulacion (Fig 7A) Una vez que se alcanzd el miximo valor, se observé una caida transiforia en
la amphtud de los EPSPs, la cual ocurrid entre los 10 a 15 min. Después de este tiempo, se
registraron ¢EPSPs estables en amplitud (17017% con respecto al grupe centrol) que fueron

registrados durante todo el hempo de registro {mas de dos horas) De acuerdo con oiros autores

TFaculad de Cioncias, |
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(Nicoll, RA. ef al, 1988), nosotros denominamos a la primera porcidn de esta respuesta como
potenciacion de corto término (STP) v a2 la segunda parte como potenciacion de largo térmmo
(LTP) La generacion del LTP fue prevenida por la presencia del &cido D-2-amino-5-
fosfonovalerato APV {ver mas adelante), lo que indica que éste proceso esta mediado por canales
asociados a receptores NMDA, como se ha descrito previamente (Malenka, R.C, 1994, Malenka,

R C yNicoll, R A, 1999)
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Figura 7. EI IFN-x previene la potenciacion de largo térinino en la neuronas de Ja regidn CAL. A, amplitud relativa de
los gEPSPs tomados antes y después de la estimaulacion tetanica, la cual se aplicd al hempo 0. Los simbolos representan
la media + ES de 5 neuronas control (sin tratamzento) y cinco newronas tratadas con IFN-oc $6lo una neurona por
rebanada fue registrada El IFN- se aphed antes y dwrante la estimuiacién tetdnica, come lo indica la barra La
estimulacion tetdmica cousistid en dos trenes de un seg de duracidn cada une, aplicade con una frecuencia de 104 He y
con un mtesvalo de 10 seg enre los dos trenes B, gEPSPs registrados de dos neuropas difersntes, tomados antes v
después de la estimulacién tetdnica a fos tiempos indicados por las letras.
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La perfusion del TFN- (300 U/ml) durante 20 min antes de la estimulacion tetdmca, previene la fase

de mantenimiento del LTP, mientras que el STP permanece sin cambios (Fig. 7) El promedio de la

amphtud de los gEPSPs alcanzado durante el STP fue de 12434% de la amphtud control Después

del STP, la amplitud de los gEPSPs, disminuy6 y se mantuve al 565 por debaje de los registros

comirol, o que indica gque ot TFN-u muestra una depresion de estos potenciales

La aplicacion del TFN-a después del STP (Fig 8, n=4) también inhibe la fase de mantenimiento del

LTP Incluso, en presencia de esta citokina la amplitud de los gEPSPs alcanzada en la siguiente

etapa fue de aproximadamente el 60% mas comparada con los registros control Este efecto no se

observo cuando la solucidn de TFN-o fue hervida durante 30 min, antes de realizar el experunento

(Fig 8, n=4)
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La estimulacion tetnica, también potencio la depolarizacion inducida por la aplicacion de ghitamato
extgeno (Fig 9, n=4) pero esta potenciacion fire menor gue la observada en los gEPSPs (Fig 7A) La
aplicacion de esta citokina también inhibi6 esta potenciacion (Fig 9, n=4) sugiriendo que el [FN-o

tiene un efecto inhibidor sobre el LTP, en parte a nivel postsinaptico.
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Figura 9. E] FFN-o mhibe 1a depolanizacion potenciada por la aplicacion de glutamato exogeno. A, amplitud relativa de
la depolarizacién mducida por Ia aplicacion de glutamato antes y despugs de Ia estimuiacion tetinica aplicada al tempo
(. registrada en neuronas de Ia region de CA1 Los simbolos representan el valor promedio + E.S. de cratro neuronas sin
tratamiento } cuatro newronas tratadas con [FN-oo El IFN-u se aplico en el tiempo indicado por la barra Sélo una
neurona fue registrada por rebanada B ¥ € son tas depolantzaciongs tipicas inducidas en dos diferentes newronas, una sin
tratamiento y la otra con tratamiento de IFN-« Estas depolanzaciones fueron regtstradas antes v despuds de la
estimulacién tetanica a los tiempos indicados
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El pre-tratamiento de las rebanadas con 100 uM de genisteina previene el efecto inhibidor del IFN-¢
sobre la fase de mantenimiento del LTP (Fig 10; n=5) De acuerdo con observaciones previas, esta

concentracion de genisteina per se no tiene efectos sobre el LTP cuando es aplicada después de la

fase STP
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Figura 10. La gemistemna (100 pM) previene el efecto mhibidor del IFN- sobre el LTP. A, amplitud relativa de los
gEPSPs antes y después de Ia estimulacion tetanica dada al tiempo 0 El IFN-c: fug aplicado después de la estimulacién
tetanica como indica la barra sélida Los simbolos representan el valor premedio + E S. de cinco neuroras, Solo una
NeUToNa e registro por rebanada B, gEPSPs tipicos registrados de una neurona a los tiempos mdicados por las letras

Como era esperado, la mhibicidn de los receptores NMDA con APV (50 uM), aplicado durante la
estimulacion tetdnica previno el LTP, mientras que el STP permanecié (Fig 11A, n=4) Este

tratamuento también previno los efectos del IFN-ot sobre los gEPSPs La aplicacion de APV después

— enm,VI e e et
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del STP no tiene efecto sobre la fase de mantenimiento del LTP ni sobre los efectos inhibidores del
IFN-o. sobre el LTP (Fig L1B; n=4) El APV por & solo no tiene efecto sobre la amplitad del los
gEPSPs registrados en condiciones controes (antes del estimulo tetanico, Fig 11A) o sobre el STP
(Fig 11B) indicando ia participacién nuia de los receptores NMDA para la genereacién de los

gEPSPs durante estas condiciones.
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Figura 11. La mndubicién de los receptores NMDA durante la fase de mantenimienio del LTP no afecta ¢! efecto
inhitndor del [FN-c. sobre el LTP A, la perfusion de APV (50 uM) durante fa estimmulacién tetdnica previene e} LTP.
pero no el STP Después del STP, IFN- no altera los gEPSPs, B, la perfusion de APV (50 pM) después de 1a mdeccion
del LTF no mod:fica el efecto inlubidor del [FN-x sobre el LTP. Los simbolos representan e] promedio de la amplitud
de los gEPSPs registrados £ E.§ de cuatro neuronas en A y B, sélo se registrd una neurona por rebanada
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Después de aplicar una estimulacion teténica de baja frecuencia (ver métodos) se observd una
disminucién en la amplitud de los gEPSPs, fa cual duro todo el tiempo de los registros (60 min)
Este fendmenos bien caracterizado se conoce como depresion de largo término (LTD) (Malenka,
RC, 1994, Laczza, F 1999) La Fig 12 muestra que la amplitud de los gEPSPs durante la fase

estable del LTD fue levemente reducida por la aplicacién de IFN-g; (w=4).
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Figura 12. El IFN-ut no modifica ¢l LTD. A, amplitd relativa de los gEPSPs antes ¥ después de la estimulacion
tetdmea de baja frecuencia indicada por 1a barra de la izqumerda Los simbolos son el valor promedic + E § de cuatro
neuronas Solc se registro una neurcna por rebanada El estimulo tetinice de baya frecuencia consistié en un tren de 3

mun de duracidn y 5 Hz de frecuencia. B, se muestran los gEPSPs registrados en un experimente tipico de las neuronas
piramudales de CA1, tomados a fos iempos indicados por las letras
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3. Efectes del AT sobre la transmisién sindptica del hipoeampo
a. Efectos del ATF y varies andlogos sobre los potenciales postsinipticos
excitadores mediados por glutamato (gEPSPs)
La perfusion de ATP y varios de sus anilogos dismiouy6 la amplitud y Ia duracién de los gEPSPs
ortodromicos en todas las neuronas analizadas, siendo esie efecto dependiente de la concentracion
(1-300 pM, Fig 13). Los siguientes valores de ICso {in puM) fueron calculados para varios
compuestos que s¢ comportan como agonistas tofales. AMP, 4.1+02, ATP-y-§, 54208, ATP,
6.340.9, adenosina, 1307, ADP, 154%12 [-y-meiilen-ATP, o-B-metilen-ATP, 2-Me-S-ATP,
GTP, y UTP sblo inducen una respuestas parcial, ya que, unz concentracidn méxima sdlo induce de
un 30 a un 50% de la maxuma inhibicién observada con ATP La ICsq para estos compuestos fue (en
uM) 173203, 7112, 89<12, 124415, y 83210, respectivamente {Fig 13). Para evitar
variaciones en la respuesia de célula a célula, los efectos de ATP {1-100 uM)} v adenosina (1-300
uM) fueron comparados siempre en la misma neurona piramidal (n=6) En tales experimentos, los
valores para la ICx de estos agomstas fueron de 63209 y 13.020 7 yM, respectivamente Las
curvas de concentracion respuesta de estos experimentos no se muesiran La explicacién mds sunple
para estas observaciones es que ¢ ATP v la adencsina nhiben los gEPSPs a través de diferentes

SItios receptores
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Figura 13. Efectos miubidores del ATP y vanas sustancias analogas sobre los gEPSPs inducidos por un estimulo
eléctrico de las nearonas de hupocampo en la region CA1 Note que ATP. AMP y ATP-y-s son mas potenies que la
adenostna Trazos de los gEPSPs registrados intracehilarmente en 10 neurcnas diferentes, anies (control), en presencia
de 10 3 100 pM de las sustancias indicadas y después de removerlas (favado) Los efectos mhitudores de estos
compuestos fueron completamente reversibles en tiernpos que van de 5 a 10 mup Es impertante hacer notar que los
trazon del registro control v del registro durante el lavado de las susiancias estdn sobrepuestas y et trazo mas bajo
siempre fue tomado en presenciz de 100 uM de cada sustancia. S6lo #n el caso del UTP el traze tomado en presencia de
una concentracién de 10 pM se encuentra sobre los trazos control v de lavado La grifica muestra el porcentaje de
infubicon de los gEPSPs mducide por diferentes concentraciones de mucledtidos Los sitabolos representan el salor
promedio = E S del nimero de neuronas indicado {n). Las lineas representan el ajuste mateminico a una cuna
sigmodea Los gEPSPs fueron medides al msmo potencial de membrana {-100 wmV) en presencia de picrotonana (39
uM}
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La dependencia de tiempo de los efecto de inhibicidn del ATP vy la adenosina sobre los gEPSPs se
muestra en la Fig 14, El efecto whibidor dei ATP y sus andlogos presenta las sigwentes
caracteristicas de cinética se observa deniro de Jos 60 seg después de llegar el agonista a la camara
de registro, alcanzando el maximo de efecto eproximadamente a los 4 mun Efecto completamente
reversibie después de ios 8 min de discontinuar ia aplicacion dei agonista La respuesta de inhibicidn
no se ve modificada por la aphcaciéon repetda o prolongada del agomsta {10-15 min) de
concentraciones maximas Ademdas, respuestas similares pueden obtenerse de la aplicacion de
concentraciones Unicas ¢ acumuiativas, de tal forma, que no se observaron evidencias de des-

sensibilizacidm inducida por los firmacos
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Contrariamente a los efectos del ATP sobre los gEPSPs, el ATP (100uM) no afectd la
depolanzacidn inducida por la aplicacidon local de glutamato exdgeno (5 mM; Fig 15). Asi que, la
depolanzacion inducida por glhitamatofue de 14.8=1 2 mV y 14 6+] 2 mV, antes y en presencia de
ATP, respectivamente (n=3) En lz misma neurona, esta concentracién de ATP inhibe
completamente los gEPSPs evocados ortodromicamente, i0$ cuales presentan un vaior promedio de
14 321 6 mV Este resultado muestra que el ATP inhibe los gEPSPs por medio de una accién a nivel

presmaptica
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Figura 15, Depolanzacion de membrana mducida por la aplicacion de glutamato (panel superior), antes (Control) y ¢n
presencia de ATP y después de elimnar al agomista de! medio extracelular (Lavado). En el panel infenior se muestra los
aEPSPs regisirados antes, ¢n presencia v después de la elmmnacidn del ATP por lavado de la rebanada Observaciones
similares fueron obtenidas en cuatro expenmentos




Resultados

b. Efectos de fos antagonistas de receptores purinérgicos sobre la inhibicién de los
¢EPSPs mediada por ATP
Para una mejor caracterizacién de los receptores que se encuentran mediando los efectos de
inhibiciém sobre los gEPSPs inducidos por ATP, decidimos investigar los efectos del suramun (100
KM} y PPADS (3¢ pM) sobre la ichibicidn de los gEPSPs mediada por ATP Ambas sustancias
antagonizan los efectos de! ATP en varios tepdos (Fredholm er @f, 1994, Evens er al, 1992,
Siinsky and Gerzanich, 1993; Silinsky et af, 1990) Sin embargo, en el hipocampo estas sustancias
no modificaron los gEPSPs ni alteraron los efectos mhibitorios del ATP sobre los gEPSPs (Fig 16)
Otro antagonista de receptores P2, como lo es ef Reactive blue 2 (30 uM, Fredholm ei o/, 1994},
tampoco modificd los efectos whibidores de una concentracidn de 1 mM de ATP Er estos

experimentos, e porcentaje de inhibicion inducido por el ATP fue de 19+1% (n=4), ames y en

presencia del antagonista
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Figura 16. Dos antagomistas a receptores P2, PPADS (30 uM) v suramun (100 kM), no alteran los efectos inhubatorios
del ATPsobre Jos gEPSPs Los simbolos representan el valor promedio + E S. de datos obtenides en el niimere indicado
de neurenas piramidales de CAl del lupocampo (n) Las lineas representan el gjuste matematico 2 una curva sigmordes

Nosotros también exarmnamos los efectos del 8-ciclopentilteofilna (CPT), la cual es una susiancia
capaz de bloquear la inhibicién presindptica inducida por adenosina o ATP observada en neuronas
entencas (Barajas-Lépez ef al, 1995) Cuando el CPT fue admunistrado solo, éste ne modifico la

amphiud de los gEPSPs Sin embarge, el CPT desplazd las curvas concentracion-respuesia para

T E T R e e
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ATP hacsa la derecha de forma paralela, sin alterar la eficacia de este nucledtido (Fig 17A,B). El
efecto del CPT fue dependiente de la concentracién El analisis de Schild de estos resultados (Fig
17C) nos permitio calcular una constante de disociacidn al equilibrio (Kp) con un valor de 4 nM ¥
una pendiente (0 82+0 16), la cual no es significativamente diferente de la unidad, lo que nos indica
que el CPT actiia como un antagonista competitivo sobre los efectos del ATP La 1,3-dipropil-8-
ciclopentilxantina (DPCPX, 30 nM), otra susiancie derivada de la teofilina, bloquea los efectos
infubidores del ATP (¢ uM) Los efectos inh:bidores del ATP fueron 6743 5 y 3=1 5%, antes yen
presencia de DPCPX (p=4, P<001). Efectos similares han sido reportado previamente para el
DPCPX por Cunha er al (1998) Como se esperaba, la concentracion de 10 nM de CPT también
movié hacia la derecha la curva concentracion-respuesta para CADO {un agonista a adenosina) (Fig
T7DEY La 1C50 para CADO fue de 478 v de 1595 nM antes v en presencia de 10 oM de CPT,
respectivamente Ademas, asumiendo un antagonismo de tipo competitive, podemos calcular una Kp

de 4.3 nM para CPT sobre los receptores activados por CADO
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Figura 17. 8-ciclopentilteofiing (CPT) antagoniza la inhibicion de los gEPSPs nducida por el ATP. as: como la
mducida por 2-cloroadenosina (CADOQ) A, efecto del ATP sobre los gEPSPs registrados en 1z mismia neurona en
auseincla s en presencia de diferentes concentraciones de CPT B, curvas concentracion respuesia de los efectos de ATP
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sigmordea €, La curva de Schild se cbmuwo a partir de 1z grafica mostrada en B D, curva concentracién respuesta para
tos efectes de 2-cloroadenosina (CADO} obtenidos en la ausencia (ICs=478 nM) v en la presencia de 10 aM de CPT
(IC«.=1595 nM) Los simbelos representan el valor promedio = ES de seis neuronas E, efecto del CADO scbre los
¢EPSps registrados de la misma neurona en ansencia vy presencia de 10 oM de CPT Es wmportante notar gue los
registros control v de lavade se encuentran superpuestos en ios paneles A v E.
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c. El catabolismo del ATP se requiere para sus acciones presinapticas?

La Fig 18 panel superior muestra las curvas concentracion respuesia para los efectos inhibidores det
ATP sobre los gEPSPs en la misma peurona piramidal de CAl (n=6) en ausencia y presencia de la
enzima adenosira deaminasa {AD), la cual convierte la adenosisna a su metabolito inactivo inosinga
La perfusion de esta enzima (2 U/ml) se inicié 30 min antes de aplicar el ATP v se mantuvo todo el
tiempo que duro la perfusion de ATP. Estos experimentos se realizaron con soluciones “stock” de
ATP (10 mM) que fue pre-incubada con AD & una concentracion de 10 U/ml por un tiempo de 1-6
hrs Encontramos que la perfusion de AD per se, incrementa la amphtud de los gEPSPs en un
18£1% det valor de los regisiros conirol Sin embargo, AD no alterd la inhubicion mediada por ATP
de los gEPSPs (Fig 18, panel superior). Cuando los experimentos conirol fueron realizados con
aderosina en lugar de ATP, AD blogueo completamente los efectos de inhibicidn mediada por
adenosina sobre los gEPSPs (n=3, resultados no mostrados).

La Fig 18 panel inferior muestra los efectos mhibidores del ATP sobre los gEPSPs en ausencia y
presencia de 100 uM o B-metilen ADP, un potente (K, = 6 nM} inhibidor ecto-5"nuclectidasa (Naito
and ILowenstemn, 1985} La perfusion de este inhibidor se inicid 30 minutos artes de iniciar iz de
ATP y se mantuvo durante todo el tiempo de perfusion del ATP «of-metilen ADP per se provocod
una pequefia pero significativa (9=1 0%, P<0 01; n=5) mhibicion de los gEPSPs, sin embarge, no
altero el efecto mediado por ATP scbre estos mismos potenciales. Partiendo del hecho de que
suramin, PPADS y reactive biue 2, bien caracterizados como antagonistas de receptores P2,
presentan también actividad como mhibidores de las ectonucleotidasas en varios tejidos (Ziganshin

etal, 1995; Chen et al, 19968) y como se describid antes, mo tienen ningiin efecto sobre las
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acclones mhibidoras del ATP Estos resultados concuerdan con aquellos descritos en parrafos
anteriores v sugieren que el efecto de inhibicion mediado por el ATP sobre los gEPSPs no son

debidos al catabolismo del ATP.
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Figura 18, Ni Ja intubicidn de la actividad de las ectonucleotidasas (con. o, B-metilen ADP, 100 pM, panel supenior) ni
remoser la adenosina extracelular (con adenosin deamuinasa 2U/ml; panel infenor) modifica los efectos mhibidores del
ATP sobre los gEPSPs Los simbolos representan el valor promedio = E 8. de los datos obtenzdos en el nimero indicado
(n) de neuronas piramadales de CAl del lipocampo. Las liness continuas representan el ajuste matematico a una curva
sigmodea
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d. Papel de las proteinas de unién a nucledtidos de guanina en los efectos del ATP

Estudios previos han mostrado que la actividad presinaptica de la adenosina en el hipocampo es
resistente a la toxina pertusis (PTx, Fredholm ef al, 1989; Stration ef al., 1989) Los efectos de la
PTx sobre la actividad presingptica del ATP se desconoce en el hipocampo En células adrenales
cromafines (Kim ef al, 1997), sin embargo, esta toxina previene los efectos inhibidores del ATP
sobre la exocitosis y sobre las corrientes de calcio En este trabajo, investigamos la posibilidad de
que la PTx pueda presentar un efecto diferencial sobre las acciones presindpticas que tienen ia
adenosina y e} ATP en el hipocampo.

Rebanadas de hipocampo de rata fueron incubadas por periodos de 12 a 20 hrs a temperatura

ambiente en LCRA (incubacion control) ¢ en LCRA mas PTx (500 ng/ml v 5 ng/ml) Los periodos

largos de incubacion, pe;

1

se no afectan el potencial de membrana, los potenciales de accidn, i

amplitud de los gEPSPs, ni los efectos inhibitorios del ATP v adenosina (Fig 19A,B y Cuadro IT)
En las rebanadas pretatadas con PTx, las curvas concentracidon respuesta para ATP y adencsina
fueron sigmficativamente desplazadas hacia la derecha. Este efecto fue mayoer para la respuesta
mediada por ATP que ia mediada por adenosina, por lo que ATP se muestra menos potente que
adenosina Después del tratamiento de las rebanadas con 5 pg/ml de PTx, |z adencsina se comporid
como un agonista completo v la curva concentracion respuesta para ATP fue bifisica, con una
porcidn casi horizontal entre las concentraciones de 10 y 30 uM En este punto, nosotros
investigamos la hipdtesis de que la primera pocién de la curva era mediada por la interaccién del
ATP sobre receptores especificos, mientras que la segunda porcidn erz el resultado del metabolismo

del ATP a adenosina En apoyc de esta hipdtesis y de acuerdo con nuesiras observaciones, el efectc
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del ATP es mas sensible a PTx que el inducido por adenosina, encontramos que. 1) ATP-y-s induce
una respuesta parcial, produciendo un mixime de efecto similar al inducido por ei rango de
concentraciones que van de 10 a 30 uM de ATP y 2} la segunda parte de la curva concentracién
respuesta de ATP, observada a conceniraciones mayores de 100 uM, es completamente inhibida por

la adicién de AD (2 U/al; Fig 19A).
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Figura 19. Los efectos mnlubidores del ATP sobre los gEPSPs fucron mds sensibles al tratamzento de toxina pertusis
(PTx) que los efectos mediados por adenosina (Adoy Cuando las rebanadas fueren tratadas con 0.5 ug/ml de PTa
durante un penodo de 12 a 20 hrs 1a onrva concentracion respuesta 2 ATP fue desplazada hacia la derecha  Depuss de
que la rebanadas fueron tratadas con una concentracion mas grande de PTx (5 pg/ml/12-20 hrs ), fa curva se volvid
bifasica La segunda porcion de la curva fiie inhibida por Ia adicidn de Adenosin Deaminasa (2U/mi) presentanda al
ATP como un agomsta parcial, muentras que la adenosina siguié sieado un agonista complete (ver Tabla 11} Los
simbolos representan ef valor promedio + E.S de los datos obtenidos en el némero de neurenas indicado {n). Estos
fueron mterpotados por lineas. Es tmportante noar que en el pangl F los trazos fueron tomados en presencia de 30 3
300 uM ATP se encuentra sobre puestos
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Agonista
Grupe
ATP Ado ATP-g-§
8442% T3E1% T9£2%
Control (n=45) (m=42) (n=6)
80£3% T1£3%
(@=5) (n=5) o
incubacién Control (12-20 hrs.) NS NS
53:04%
(n=5) N N
PTx 0.5 mg/ml/12-20 hrs Fkx
23:4% 53£2% 24+1%
(n=4) (n=4) (n=4)
PTx 5 mg/ml/12-20 hrs ore s s

Cuadro IL Efecto de mhiicién ( en %) de 30 mM de ATP, Adenosina (Ado) y ATP-g-s sobre los gEPSPs en
neuronas de CAL La pre mcubacion de 1a rabanadas de hipocampo en LCRA con toxina pertusis (PT; x) mhibe
sigmficativamente la respuesta se estos agonistas, mmestras que la incubacidn contrel en LCRA no presenta
modificacidn sobre estos pardmetros. Los datos feron tomados de las curvas concentracién respuesta mostradas
enla figura 1 v 8 Los resultados estdn expresados en valor promedio + E.8 Utilizamos Ia prueba t de Student no
pareada para evaluar las diferencias significativas entre los promedios de fos grupos control v expennmental,
*4P<0,005

Investigamos también los efectos de N-metilenmaleimida (NEM), sustancia capaz de des-
acoplar proteinas G de varios receptores (Smith and Harden, 1984; Shapiro et e, 1994, Wu er
al, 1992). Los efectos inhibidores del adenosina y ATP, fueron disminuidos

significativamente (P<0.001) por el tratamientc de NEM (100 pM, por 1 h) El efecto inducido
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por NEM fue irreversible y no nos permitio distinguir entre los efectos del mediados por ATP

y adenosina en la transmision sinaptica Fig 20
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Figura 20. N-etilmalermuda (NEM, 100 uM) disminuye sigmficativamente los efectos inhibidores de adenosma
(13 M) y de ATP (6 uM) sobre la amplitud de los gEPSPs Este efecto se imad ~30 min después de imciar 1a
perfusion de NEM y alcanzé el maximo efecto ~60 min La whibicién observada 60 min. después de imaar el
tratamiento de NEM fue significativamente menor comparada con 1a inluicion al tiempo 0. Los simbolos

representan el valor promedio £ E.S obtenido de el nimero de neurenas indicadas (n) Las lineas fueron
mierpoladas entre tos simbolos
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VL.- PISCUSION Y CONCLUSIONES

a} Discusion y conclusiones sobre IFN.c.
En el presente estudio, el IFN-o recombinante humano inhibe el LTP y los gEPSPs en la
region CAl del hipocampo Este efecto fue independiente de cambios en la excitabilidad
neurcnal, los receptores NMDA y el LTD. Otro hallazgo fue que la inhibicion del LTP por el
IFN-o desenmascara al LTD Lo que indica que la estimulacién tetanica de alta frecuencia,
usada para inducir el LTP activa las cascadas bioquimicas para el LTP y e] LTD.
Nuestras observaciones indican que el IFN-o inhibe a los receptores NMDA que median e}
LTD en la region CAl del hipocampo. Ef LTP registrado aqui fue inducido por medio de una
estimulacion teténica de alta frecuencia, la cual ha sido ampliamente usada por otros grupos de
investigacién, para inducir ¢} LTP mediado por receptores NMDA(O'Dell, T 1. ef al, 1991;
Bellinger, F.P , er al, 1993), con una duracién superior a las dos horas, el cual fue bloqueado
por antagonistas de receptores NMDA como el APV, sustancia que no puede prevenirlo una
vez que ¢l LTP ha sido establecido, como se ha reportado ampliamente por otros autores
(Collingndge, GL, et al, 1983, Wigstrom, H. v Gustafsson, B, 1986; Hrabetova, S. y
Sacktor, T.C., 1997). Finalmente, IFN-a. previene vy revierte este tipo de LTP pero no afecta
los gEPSPs si APV esta presente durante la estimulacion tetdnica
Varias de nuestras observaciones indican que la depresién de los gEPSPs inducida por el IFN-
o en las rebanadas que han sido estimuladas con un estinmilo tetdnico, es mis similar al LTD.

Primero, la magnitud de esta depresién es similar a la observada durante el LTD inducido una
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estimulacion de baja frecuencia. Segundo, dicha depresion se observé durante todo el tiempo
de registro (mayor 2 una hora, después de la estimulacidn tetanica). Finalmente, la depresidn
ducida por el IFN-g, en la fase de mantenimiento del LTP, fue bloqueada por fa presencia de
antagonistas a receptores NMDA, como lo es el APV durante [a estimulacién teténica Esta
sustancia ha sido mostrada previamente como blogueador clasico de la fase de mantenimiento
del LTP y del LTD (Gean, P.W y Lin, JH, 1993; Hrabetova, 8 y Sacktor, T.C, 1997) Estas
observaciones implican que se estan activando dos cascadas bloguimicas, una responsable del
LTP y la otra del LTD con la misma estimulacién tetanica vsada para mducir el LTP

La hipdtesis de que el IFN-o bloquea el LTP por medio de la inhibicion de los recepiores
NMDA, proviene del hecho de que la apertura del canal del receptor NMDA juega un papel
importante en la induccién del LTP en la regién CA1 del hipecampo (D'Arcangelo, G, ef af,
1991). Sin embargo, muestras observaciones, descartan esta hipttesis y demuestran que las
acciones inhibidoras del [FN-cx sobre el LTP son resistentes z bloqueadores de receptores
NMDA Primero, IFN-a tambien inhibe la fase de mentenirmento del LTP, ia cual se sabe es
resistente a bloqueadores de receptores NMDA Segundo, m esta fase del LTP, ni los efectos
nhibidores del IFN-a sobre el LTP fueron modificados por la presencia de APV, un
blogueador de receptores NMDA Finalmente, la depolanizacion inducida por la aplicacion de

NMDA exdgeno tampoco se modifica en presencia de IFN-¢.  Esta (itima observacién esta de

acuerdo con hailazgos previos en los que el IFN-¢¢ induce una pequefia reduccion en las
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corrientes inducidas por NMDA en neuronas de hipocampo en cultive (D'Arcangelo, G, e a/.,
1991)

Por otra parte, la hipétesis de que el IFN-o blogueé ef LTP ¢ inhiba los gEPSPs a través de un
mecanismo que involicra la actividad de una cinada de la tirosin, se desprende dei hecho gue
esta citokina se una a un receptor acoplado a una cinasa de [a tirnsina, para ejercer sus efectos
botologicos (Patterson, P.IL y Naws, H, 1993, Rothwell, N7 y Relton, 3K, 1993 ) En el
presente trabajo, nosotros mostramos gue la genistenz bloquea el efecto del TFN-g, para
apoyar dicha hipdtests Estudios previos, muestra gue ia gemsteina puede bloguear la actividad
de la cinasa de la tirosina en la region CAl sin afectar la actividad de las principales enzimas
con actividad cinasa presentes en ef hipocampo, como son la PKA vy PKC (O'Dell, T.J ef ol
1991} En ol presente estudio, nosotros observamos que el traiammento com genisteina no
modifica la fase de mantenimiento del LTP, io que implica que lz actividad de las cinasa A v
C no es inhibida, partiendo de que es ampliamente conocido que su actividad es requerida para
la fase de mantemiemineto del LTP (ODell, TJ. er @/, 1991, Malenka, R.C y Nicoll, RA,,
1999) Ademés, los efectos de la genisteina estan mediados por la inhibicion de Ia actrvidad de
la cinasa de la tirosina

Por lo menos dos observaciones indicz que el IFN-ot mnhibe los gEPSPs por un mecanismo que

involucra receptores AMPA y KA. Primero, IFN-ot no modificz la depolarizacién inducida por

Ia aplicacién de NMDA exdgeno, ni los gEPSPs controles, ni los gEPSPs registrados durante
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la fase de mantenimiento del LTP son modificados por el APV, un antagonista de receptores
NMDA bien conocdo. Sin embargo, los gEPSPs son totalmente bloqueados por el icido
kinurenico, un antagonista de fos receptores ionotropicos a glutamato Los efectos inhibidores
del IFN-o. son, por lo menos en parte, postsindpticos como o indica el hecho de que las
depolarizacién potenciada y no potenciada, inducidas por la aplicacion de glutamato exdgeno
fueron inhibidas por la aplicacién de esta citokina

La estimulacién tetinica potencia la depolarizacion inducida por la aplicacién local de
glutamato exdgeno, pero esta depolarizacién es mas chica en amplitud comparada con la
amplitud de los gEPSPs Se sabe que el LTP esta restringuide al circuito sindptico gue recibe
el estinilo tetinico (Lynch, G.S., ef ¢/, 1977) lo que puede explicar las diferencias en estas
moa, ¢ efecto del ghitamato aplicado de forma exdgena puede
producir efectos a través de los receptores localizados en la membrana de las células que se
encuentre en las regiones que no fueron estmuladas durante la aplicacion del tatanos En
conclusion, el IFN-ou ishibe los potrenciales sindpticos mediados por recepiores ne NMDA,
via una accidn postsindptica gue mmvolucra la inhbicdn de la actividad de la cinasa de la
tirosing, efecto que no involucra la alteracién de lz excitabilidad de las neuronas piramudales
de CAl. Esta inhibicidn es de larga duracién después de haber inducide el LTP Nuestras
observaciones también ndican que la estimulacidn teténica de altz frecuencia, usada para

inducir el LTP, puede activar también la cascada metabdlica responsable del LTD. Esta
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posibilidad debe ser consideradz en estudios en los cuales se analiza la correlacion de la
actividad bioquimica v la plasticidad sisaptica en el hipocampo.

b} Discusidn y conclusiones sobre ATP
Nuestro principai hallazgo es que los nucledtidos pueden inhibir directamente la fiberacion
sinfptica de ghitamato en las terminales sindpticas de las neuromas de la region CAl
hipocampo La evidencia de que los efecios del ATP estasn mediados a través de su
metabolito adenosina fue abservada sélo cuando se usaron altas concentraciones de ATP y
solo después del tratamiento con PTx Este efecto parece estar mediado por receptores P2Y
(receptores acoplados a proteinas G), los cuales tienen propiedades farmacolégicas similares a
aquetlos descritos en neuronas pesiféricas, los cuales previamente fueron denormmados como
punnereceptores (P3)
Ei catabolissmo de! ATP no se requiere para Ia inhibicion presindptica inducida por ATP.
La hidrohisis del ATP 2 adenosina no se requiere para la inhibicion de los gEPSPs inducida por
ATP en la region CA1 del hipocampo Primero, ATP, AMP y ATP-v-s son mas potentes que
adenosina Segundo, las curvas concentracion respuesta para ATP y ATP-y-s no fueron
diferentes significativamente, partiendo del hecho de que ATP-y-s es hidrolisado mas
lentamente que ¢l ATP en las rebanadas de hipocampo (Cunba eif of, 1998) Tercero,
inhibidores def o f-metilen ADP (Naitc and Lowenstein, 1985), suramin, PPADS, y reactivo
blue 2 (Ziganshin ef @l, 1995; Chen et of, 1996a) no modificaron el efecto del ATP

Finalmente, AD bloquea el efecto de la adenosina , como era de esperarse, pero 5o modifico
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los efectos inducidos por ¢l ATP. Estos resultados indican que la hidroiisis del ATP a
adenosina no se requiere para observar los efectos inhitadores del ATP sobre los gEPSPs y
que los rueclectidos per se son los responsables de los efectos sobre la transmision sinéptica.
Nuestros resultados apoyan la idea de que ef ATP actua a través de su propio receptor.

La degradacion de ATP a adenosina ocurre en nuestras rebanadas, como previamente fue
reportado por Cunba et al. (1998). Esto sin embargo, fue sélo evidente en las rebanadas
pretratadas con PTx, cuando la curva cocnentracién respuesta fire bifasica, la segunda fase de
esta curva {(observada con concentraciones >10G uM) donde es completamente blogueada por
AD. Después del tratamiento con PTx, el ATP proveca una inhibicién méxama de los gEPSPs
de s6lo el 40% en presencia de esta enzima, apoyando la 1dea de que la segunda fase de esta
curva parece estar mediada por la produccidn de adenosina a partir det ATP. De acuerdo con
esta interpretacién, la curva concentracion respuesta para ATP-g-s (ur analoge del ATP
lentamente degradable) no presenta la segunda fase AD bloguea el efecto de la adenosina
exogena v la segunda fase de la curva concentracidn respuesta del ATP (después del
tratamiento con PTx} demuestran que la actividad v la difusion de esta enzima en nuestra
preparacion biologica. Todas estas observaciones, y aquellas discutidas antenormente sugieren
que ¢l metabolismo del ATP a adenosina ocurre en las rebanadas de cerebro, pero que este
hecho no es requeride normalmente para observar las acciones inhibidoras del ATP sobre los

gEPSPs
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La falta de efecto de la AD v 1z o f,-metilen ADP sobre los efectos del ATP no concuerdan
con los resportados por Cunha ef af, (1998), quien encontrd que estas dos sustancias previenen
el efecto del ATP sobre los gEPSPs. Estas discrepancias, pueden ser el resultado de
diferencias en los protocolos experimentales. Por ejempio, elfos registraron a 30°C mientras
que nosoiros registramos ex um range de 35-36°C. La temperatura podra afectar Iz
disponibilidad de adenosina fuera de las células por fa modificacién no sblo de su produccion
sino también de su transporte. Otra diferencia es que nosotros realizamos registros
intraceluiares mientras que estos autores registraron extracejularmente Nosotros registramos y
analizamos el efecto de fos nucledtidos, en neuronas con caracteristicas estandar a las células
piramidales de CA!, por ejemple, con potenciales de membrana mayores & —55 mVy
potenciaies de accion con una amplitad de »60 mV En coniraste durante los registros
extracelulares, la actividad neurcnal es realmente el promedio de varias espigas. Nosotro
siempre medimos los gEPSPS al mismo valor de potencial de mebrana, alrededor del potencial
de equilibrio de potasio, para evitar cambios en la actividad sinaptica. Ya que cambios en el
potencial de membrana sin fijacién debidas a la actividad postsinaptica de cualquier mariobra
experimental puede afectar indirectamente la transmisién sindptica, la cual no es evaluada
durante los registros extracelulares Finalmente, nosotros realizamos nuestros expenmenios en
presenc:a de picrotoxina para evitar la trasmision sindptica mediada por receptores GABA,, a

diferencia de Cunha ez af, (1998).
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Ross et al, (1998) report6 evidencias experimentales apoyando la hipdtesis de que el AMP esra
la sustancia que se encontraba mediando los efectos del ATP sobre Ia actividad epileptiforme
en la region de CA3 del hipocampo de rata Aqui mostramos que tanto ¢l AMP y el ADP
también inhiben los gEPSPs, lo que indica que estos metabolitos también pueden contribyir 3
las acciones del ATP

La inhibicidn presindptica inducide por ATP esté mediada por receptores acoplados a
profeinas G, los cuales son diferentes a aquellos activados por adenosina.

Varias observaciones indican que los efectos de los nucledtidos sobre los gEPSPs estan
mediados por receptores acoplados a protetnas G Primerc, la cinética del efecto de log
nucledtidos que es relativamente lenta y lo falta de desensibilizacién gque presentan los
nuciedtidos e sus efectos. Segundo la incapacidad del suramin y PPADS para afectar los
efectos mducidos por el ATP. Estos antagonistas, se consideran como biogueadores de los
receptores PZX (ionotropicos) en neuronas de hipocampo, (Pankratov ef al,, 1998, Baljit ef af,
1999} Algunos receptores homoméricos P2X formados por P2X4 o P2X6 no son sensibles a
suramin nj a PPADS, sin embargo, evidencias recientes sugieren que ia subunidad P2X4 no es
ei subtipo primario del receptor P2X en neuronas hipocampales (Baljit ef al, 1999) Tercero,
el efecto presiniptico del ATP fue inhibido por PTx y NEM, sustancias que pueden alterar las
respuestas mediadas por varios receptores acplados a proteinas G (Smith and Harden, 1984,
Shapiro et al,, 1994, Barajas-Lopez ef al, 1996, Wu et al,, 1992) Los receptores a nucledtidos
acoplados a porteinas G, son los receptores P2Y, de acuerdo a la nomenclatura actualmente

usade (Abbracchio and Burnstock 1994, Fredholm es al,, 1994)
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La PTx afecté mas los efectos presindpticos del ATP y del ATP-y-5, que aquelos inducidos
por adenosina. Incluso, adenosina se mostré més potente que los primeros nucledtidos después
del tratamuento con PTx. Esto indica que las proteinas G que median las acciones del ATP son
diferentes de las que median las acciones presinapticas de la adenosina. Estas observaciones
podrian también implicar que estos nucledtidos estan activando receptores diferentes a los de
adenosina

Las acciones presianpticas de adenosina en las neuronas del hipocampo se cree que estan
mediadas por la a ciivacién de receptores Al {Dunwiddie and Fredholm, 1989; Scholz and
Miiler, 1991, Fredholm, 1990, Fredholm er al,, 1989) Algunos efectos de adenosina mediados
por este receptor son sensibles a los efectos de la PTx (Barajas-Lopez ef al, 1996, Dolphin
and Prestwich, 1985, Scholz and Miller, 1992; Silinsky ef @l. 1990} perc no en todas las
preparaciones (Barajas-Lopez ef al, 1996; Broad ef al, 1993, Fredholm of al, 1989).
Nosotros encontramos que los efectos presinapticos de la adenosina sélo disminuyen un
porcentaje bajo cuando se emplan concentraciones altas de PTx (5 pg/mi) v cuando se
empiean aplicaciones relativamente largas (16 h). De acuerdo con nuestro estudio, analisis
previos han encontrado que las acciones presinapticas de fos mucle6tidos son fuertemente
resistentes a2 PTx (Fredholm er al, 1989, Stratton er al, 1989). Incluso, la inysceion
intrahipocampal de PTx puede prevenur el efecte de la adenosina en rebanadas de hipocampo,
s6lo cuando se aplican >1 pg v stlo cuando esta aplicacion se realiza de 3 2 8 dias antes de

medir los efectos de zdencsina (Stratton et al, 1989). En preparaciones de neuronmas de
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hipocampo en cultivo, 250 ng/ml de PTx pueden prevenir significativamente los efectos
presindpticos de agonistas de receptores Al (Scholz and Miller, 1991), lo que sugiere que la
difusion de la PTx a la region subcelular donde se encuentra localizados los receptores a
adenosina puede ser diferente en la rebanada, comparada con su disposicidn en el cerebro
integro. Nuestras observaciones de que los efectos del ATP y el ATP-y-s son prefersntemente
més afectados por la PTx que las acciones de adenosina sugieren que los receptores a los
nucledtidos y los de adenosina en el hipocampo estin localizados en diferentes regiones
subcelulares Otra explicacion alternativa, es que fa cantidad de receptores a adenosina en la
rebanada y en el cerebro intacto es mis grande que la existente parz los nucelétidos, por lo
tanto los receptores a adenosina serian menos sensibles 2 PTx

El receptor presindptico de ATP es sensible a andloges de teofilina.

El receptor a nueledtidos presente en las fibras colaterales de Schaffer (presente estudio) tiene
propiedades farmacologicas similares a aquellos P3-purinoreceptores (ver introduccién) Asi,
CPT se caracterizd como un antagonista competitivo y potente (Kz=4 nM) de los receptores
que median ¢l efecto de ATP scbre los gEPSPs Esta Kp es virtualmente la misma para CPT
descrita para receptores Al de adenosina (Fredholm ef al, 1994; Dunwiddie and Fredholm,
1989) Debide a las razones discutidas anteriormente, es poco probable que ¢l ATP este

acteando 2 iravés de receptores de adenosina v ademés, creemos que el CPT no es una

herramienta adecuada paraz distingwir entre los recepiores presinipticos activades por
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adencsine y por ATP en la sindpsis hipocampal, como ya se habia notado previamente en las
neuronas de la submucosa (Barajas-Lopez ef al,, 1995). Tomando en cuenta que los receptores
descritos aqui son activades por nucledtidos, parecen estar unidos a una proteina G (debido a
que son PTx y NEM sensibles) y debido 2 que son sensibles a derivados de teofilina, nosotros
proponemos ciasificarios como receptores PZY teofilina sensibles.

La sensibiliadad a PTx, también sugujere que ATP puede inhibir los gEPSPs por una
disminucion en fas corrientes de calcio y/o en la actividad de la ademiato ciclasa Esta
hipétesis esta basada en el hecho de que se sabe que PTx tiene como blancos especifica mente
a las proteines Gi y Go, las cuales inhiben la acuvacion de la adenilato ciclasa v a los canates
de calcio, respectivamente {ver Hille, 1992), De acuerdo con esta hipdtesis los receptores de
ATP pueden inhibir las corrientes de calclo, exocitosis (Lim of o, 1007), v Ia actividad de la
adenilato ciclasa La presencia de receptores P2 insensibles a suramin v acoplados de forma
inhibitoria con la adenilato ciclasa ya ha sido reportado en hepatocitos (Tomura ef af , 1992) y
en células PC12 (Murayama et al., 1998)

Sobre el receptor P2Y sensible a teofilina presente en fas terminales nerviosas de la region
CAl del lipocampo, los sigmentes nuciettidos o,f-metilen-ATP, B,y-metilen ATP, UTP,
GTP, y 2-Me-S-ATP parecen ser menos efectivos que ATP Dentro de los agonistas
completos, podemos hablar del siguiente orden de potencia. AMP = ATP = ATP-v-§ >

adenosine = ADP, Antagonistas de receptores P2 como suramin, PPADS y reactive blue 2,
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fureron inactives sobre este tipo de recepior Ademas presentan el rusmo perfil farmacologico
de aquellos descritos en neuronas de [a submucosa (Barajas-Lopez ef al., 1995).

En conclusién, las fibras presinapticas en la regién CAl del hipocampo expresan receptores a
ATP cuya activacién inhibe la liheracién presinaptica de glutamato Estos receptores paracen
pertenecer a la familia de receptores P2Y {acoplados a proteinas G), los cuales son sensibles a

los derivados de teofilina
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Abstract

Interferons (IFN) appear to have vanous nenromodulatory actions. Here, we characterized the actions of IFN-ccon the eleciro-
phystological propernes of CA] ppocampal nevrons using intraceliiar recordings. Superfusion of thus cytokine did not alter the Testing
membrane potennal. cell input resistance, action potentals, nor GABA-medated fast synaptic potentals. [FN-cinhibited glutamate-
med:ated excitatory postsynaptic potentials (zEPSPs) and reversed or prevented long-tert potentianon (LTP) induced by high-frequency
tetanc szmulation [FN-« reduced gEPSP amplitede far befow 1ts control valve Ognly a short-term potentiation (STP) was observed when
enther IFN-a or p-2-amime-5-phosphonovalerate (APV, NMDA receptor antagonist) were present durmg tetanic stmulation. After this
STP 1n presence of APV, IFN-aehad no effect on gEPSPs, APV had no effect on LTP when applied after tetame stimulation and did also
nat prevent IFN-a effect on LTP Gemistern {a tyrosine kinase ihibiter) or heat mactivanon prevented IFN-weffects IFN-a also
decreased the depolanzahon induced by local appheation of giutamate but did not modify those mduced by NMDA., Similardy, TFN-x
ravorsed the potentation {iiduced by tetanic stmulancin} of gluiamate-mduced depolarizations. JFN-oadd not affect long-iermn depression
(LTI induced by low-frequency tetznic stmulation In conclusion, IFN-e-induced inhibition of LTP is, at least in part, mehated by a
postsynaptic effect, by tyrosine kinase activity, and by non-NMDA glutamate receptors. Enhibioon of LTP by IFN-cmnmasks LTD which
15 induced by the same high-frequency tetanic stmulation © 2000 Elsevier Science BV All rights reserved

Theme Excrable membranes and synaptic wansmession

Fomc Long-term potenbiation pharrmacology

Keywords. Long-term potentiaton. Leong-term depression; Interferon-c, H

ju: pus, Electrophy y. Synapse

1. Introductien nervous systems indicating 2 mewromodutatory role for

these cytokines [2,5,20].

The effects of mterferon-a  ({FN-«) on the hippocampal
electrical activity was first reported by Pneto-Gofez et al
{21], who fourd that the microwntophoretic application of
IFN- « produced an increase of the action potential fre-
quency i dorsal hippocampal neurons. This suggests the
hypothesis that IFN- o modulates the excitabudity of hip-

Interferons are well-known rmmunomodulators that are
reJeased from varzous types of cells durng viral infections.
In the bran, these and other cytokines can be synthesized
and released by ghal and nevronal cells [15,19,22] In
addition, vanous neurciogcal side effects are common
during IFN-o therapy inclucing. fever, anorexia, fatigue,

behavioral changes, alteration of sleep patterns, mood
alterations, and impaired leaming and memory. These
observations suggest that these cyrokines doectly affect the
central nervous systern [2,5,20]. In agreement, nterferons
affect specific neuronal properties in peripheral and ceatral

*Comrespording author. Tel. -+1-613-533-2861, fax. +1-613-533-
2566
E-mail address barajasc@meds queensu ca {C. Barajas-Lapez).

pocanipal newrons. Later I’ Arcangelo et al. (4] found that
rat IFN-o¢ inhibits long-term potentiation (LTP) in the CAl
hippocampal region and decreases, at relatively high
concentratrons, basal synaptic transmission .

LTP and long-term depression [(LTD) are two well-
known experimental models of peural plasticity in the CNS
which are thought to play a role 1n memory [11-13]. The
biochemical cascades that support these changes in synap-
tic strength have been recently reviewed {11,121 It is

0005-8993/00/$ — see front mater © 2000 Elsevier Scrence BY Al rights reserved.
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generally accepted that activation of several kinases are
essennal for the development of LTP and this 15 seen with
stimul: that produce relatively high concentrations of
tatracellular calcium An increase in the activity of several
protein phosphatases, on the other hand, appear to be part
of the biochemical events responsible for LTD, whick is
mnduced with stimuli that produce a low to moderate
mcrease in the ntracelfular calcium concentrztion, A
relatively low-frequency stmnlation of the glutaminergic
fibres that innervate CA1 neurons 1s known to induce LTD,
whereas their sumuiation at higher frequency induces LTP.

In the present smdy, we charactenized the effects of
[FN-a on the electrophysiological properues of CAl
neurons using intracellular recordings. Qur evidence indi-
cates that this cytokine mhibits specifically LTP and
glutamate excitatory postsynaptic potentials without LTD,
membrane excrability, or synaptic potentials mediated by
GABA,, -receptors.

2. Materials and methods

Rat hippocampal slices wers prepared as previousiy
described [14] After decapitatron, the brain was quickly
removed, and a block of ussue contarning the hippocampus
was prepared and placed in an wce-cold arbficial cere-
brospinal fiuid @CSF) with the following composition {imn
mMy 124 NaCl, 5 KCl, 1.2 NaH PO, 1.3 Mg80, 24
with a vibratome (Campden Instruments) at 400 wm and
were mecubated at room temperature 1 aCSF bubbled with
95% 0,/5% CO, mixture.

21 Iuracellular recordings

A single slice was placed in the recording chamber and
superfused continnously with heated (34-35°C) aCSF at
1 5-2.5 mi/min intraceilular recordings were made with
glass nucsopipettes filled with 2 to 3 M KCI (resistance
40-60 m{}) Membrane potentral was measnred with an
Axoclamp-2A preamplifier (Axon Instraments, Foster City,
CA) The output of this preamplifier was displayed on an
oscailloscope (TDS 210, Tektronics) and recorded with a
PC and Axotape or pClamp software (Axon Instruments),
An miracellular impalement of a CAl pyramidal cell was
judged satisfactery if the resting membrane potential was
=—55 mV and actior potentials were =60 mV in am-
phtude Glutamate-mediated excitatory postsynaptic po-
tentals (ZEPSPs) were evoked by an electrical pulse (20—
10CG ns) applied at 0.1 Hz to the Schaffer collateral-
commissural afferents, using a bipolar electrode made by
iwisting tungsten wires of a diameter of 20 pm (Teflon-
coaied). In the presence of 30 M picrotoxin, five con-
secutive gEPSPs were averaged in each experimental
condition and the mean amphiude was calculated. To
mimmize voltage-dependent changes i gEPSP amplitude
and overriding actions potentials, the membrane potential

was heid at —100 mV by injecting hyperpolanzing current.
Cell input resistance and time constant were measured

from vlectrotome potentials induced by intracellular in-

jection of constant current pulses ( —100 pA and 160 ms)
applied at the resting membrane potential. After the gEPSP

amphtude was stable for 20 min, the hyperpolanzing

current was removed and either LTP or LTD was induced.

For LTP two 1-s trains of electrical pulses (100 Hz) were

applied to the Schaffer collateral-commissural afferents at

an interval of 10 s. After this tetanic stimulation, the
membrane potential was again curreniclamped to  —100
miV and gEPSPs recorded over the next 40-120 mun. LTD

was induced by 5 Hz stimulation to the Schaffer collateral-

commissural afferents for 5 min.

Unless otherwise stated, drugs were applied by saperfu-
sion. Becanse IFN-a responses did not desensitize, this
cytokine was applied at progressively higher concentration
to obtain the concentration-response curve. In some
experiments, one pipette (tip diameter 3—6 wm) was filled
with glatamate (5 mM, pH 7.4) or NMDA (10 pM, pH
7 4} and a few nanoliters of these solutions were pressure
glected (typically 160 psi for 10-250 ms) omto CAl
stratum radiatom, To avoid leakage effects the pipette tp
was always placed ~500 pm from the ejection sic and
advanced to the desired position just prior to ejection.
Glutamate application was carried out in celis current
clamped at —100 mV NMDA apphcation was performed
| extracellular medium without Mg ®* and at restng
membians potential.

22 Drugs

The following drugs were used: hurmnan recombinant
IEN-0-2b (IFN-o, Schenng-Plough), N-methyi-p-aspartate
(NMDA, Sigma), p-2-amino-5-phosphonovalerate (APV;
RBI, Nauck, MA}, r-glutamate (S:gma), picrotoxin (RBI),
kymuremic acid (Sigma), and gemstein {RBI) Stock solu-
tion of gemstein {50 mM) was prepared with DMSO
whereas stock solutions of all other drugs were prepared in
nanopure water and kept at 4 °C. NMDA was applied using
a Mg *"frec 2CSF to prevent NMDA channel block.

2.3. Swatstical analysis

Data are expressed as mean* S.E The paired Student’s
t-test was used to evaluate differences between mean
values obtmined m the same cell, whereas the unpaired
Student’s r-test was used to compare data collected from
different cells, two-tafled P values =0.05 were considered
statist-cally significant.
3. Resulis

3.1. General observanons

Results were obtaned from 110 CA1 pyramidal oells
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Flectrophysiological properties of these reurons were
similar to those published previously using patch-clamp
and mtracellular recordings [6,13,14]. The mean resting
membrane potential was —61%2 mV {range, —56 to —65
mV), mezn cell input resistance was 507 M) (range,
35-65 M), and mean time comstant was 13+09 ms
(range, 11-14 ms). The mean action potential amplifude
was 723 mV (range, 64-85 mV) as measured at resting
membrang potential

Unless ctherwise stated, 30 wM of the GABA,, receptor

A

Injected Current Amplitude (nA)

V. Mendoza-Fernéandez et al ! Brawn Reseurch 885 (2000) 14-24

antagomst picrotoxin was used o block synaptic potennals
mediated by these receptors. These potentials were reversal
{depolarizing) at —100 mV due to the high concentranon
of chlonde 1ons inside the recording electrode (2 M KCI).
In 40 analyzed experiments, picrotoxin superfusion di-
runished the amplitnde of fast synaptic potentials to an
average of 412 4% from its control values,

To evaluate IFN- « effects on the GABA-mediated fast
synaptic potential, kynurenic acid (100 pM) was used to
block glutamate ionotropic receptors. Kynurenic acid

B

Control

=
08 06 04 .02 0. E
T 1 T ¥ 0 1
e
8 {2% J
; 2
THE IFN-c: (300 Umi)
Control # £ | | i
i oL |
TFN-ot 300 Urmi g _Jzo mv
=
480 'g ’ | 20 ms
2 b
C 20
Glutamate-EPSPs ]
ol Glutamate/GABA-EPSPs

EPSPs Inhibition in %

0 . )
100 300 1000 3000
IFN-g Concentration m U/ml
Glutamate-EPSPs

D Glutamate/GABA-EPSPs

E

. 0 0 l
100 100 S5mV
30 [IFN-cin Uml oy Soms

Fig ! IEN< whibued the excitatory postsynaptic potential (EPSP} m CAl pyrarmdal neurons wathout signrficantly affecung the resung membrane
potential or the cell inpui resistance {A) Voltage—current¥/f) relationships before and in the presence of IFN-o Symbols are meatS E (n=5) The cell
mput resistance, caleulated from theseV/J relatsonships, was 57+2 and 612 M) before and m the presence of [FNa, respecuvely, (B) Electrotonic

potentials mduced by apphication of outward and inward current pulses of 100 pA with a duration of 100 ms, before (upper tracings) and then in the
presence of [FN-a (lower tracings) Durauon, amphrude, and number of spikes induced by depolanzing pulses were not significantly modified (see Table
1) (C) Coneentrzhon—respense curves to show the inhibllory effects of IFNe on control (giuamate/GABA;2=6) and glutamats-EPSPs f=T). These
effecs were coneentraton dependent with an I, =151 U/ml and IC,, =148 U/ml, respectively Examples of such recordings are shown i D and E,
recorded 30 min after starting the superfusion of the mdicated concentranons of P8 Ghutamate-EPSPs were recorded m the presence of 30uM of
picrotoxin
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diminished the amphtude of the synaptic potentials to an
average of 6223% {n=9) of control values

3.2, IFN-a ¢ffecis on the excitabilny of CAI pyramidal
cells

Superfusion of IFN-at (300 U/ml} for 30 mun had no
effect on the resung membrane potentral of pyramidal
neurons. Control and expenmental values were —63+1
and —622t1 mV, respectively (z=12). IFN-q failed also to
alter the voltage-current relationships indicating that cell
input ressstance is not altered by this cytokine (Fig. 1A;
n=5) The action potential waveform was also not modify
by the presence of this cytokine, as shown in Fig. 1B and
Table 1 (n=5).

3.3 IFN-a effects on the fast postsynaptic potenirals
mediated by glutamate and GABA

Superfusion of [FN-o {300 U/ml) had a small (9= 3%)
wntubrtory effect on EPSPs mediated by both GABA and
glutamate (see below). Fig, 1C and D show the effect of
different cumulative concentratrons (IC ,,=151 U/ml) of
[FN-a on these EPSPs Thus inhibitory effsct was present
m all tested newrons {(n=6) and irreversible

Because these EPSPs, as mentioned above, were me-
cizted by both glutamate and GABA, we mnvestgated

Control
A

"J\ f

\ |
I\ Local application‘ |
( L of ghatamate

|

w e

{  Local application
of NMDA

IFN-o (300 Uhml)

R

Table §

Parameters (means=3 E., #=3) of the action potennats mduced by the
ntracellsjar apphcation of inward current puises, in CAl neurons before
(Controf) gnd then i the presence of IFN-a(300 U/mlY

‘Freatment Conirol PN«
Duration (ms) 159*0.2 1.59+0.3
Amphtude (V) 83+2 /242
Number of spikes evoked by a 100-ms pulse 4*05 5802
Rate of nse of the onset (Vs) 23446 228321
Rate of rise of the offsct (V/s} 101x9 oms

* The observed changes were not sigmificant

which component was inhibited by IFN-e. Superfusion of
this cytokine had no effect on the GABA-mediated EPSE,

which was recorded m the presence of 100 M kynurenic
actd and abolished by 30 uM picrotoxin This EPSP was
always completely inhibited by 30 pM picrotoxin,

The glutamate mediated EPSP (gEPSP} was inhibited by
IFN-or m 2 concentration-dependent manner with an IC ;=
148 U}/m! and a2 maximal inlbinon of 16+ 2% (Fig 1C
and E; n=7). The onset of this inhibition was between 6
and 10 mun and reached a maximum about 20-25 mm
after starting the superfusion of IFN-¢ This was not
reversible even after 30-60 min of washing (a=6)
gEPSPs were recorded in the presence of 30 M picrotox-
m and wete zbehshed by 100 uM kynuremic acid. The
wnhibitory effect of IFN-n (300 U/ml; n=4) on the gEPSP
was prevented by pre-treaung for 10 mun the shees with

Wash

LAY #y
Fig 2 IFN-a mhibits the depolanzation induced by glutamate bt did not by NMDA Pressure ejection of glutamate {3 mM, upper panel} or NMDA {10
pM. lower panel) was at the ume indicated by arrows. Depolanizanon was recorded before (Control), 20 mun afier adding IFN-a, and after 20 min of
IFN-e wash-out Srmilar observations were obizined in four (upper panel) and six (lower panel) idenncal experiments Only one neuron per shee was

recorded Glutamate expermments were camed out i cells current clamped at- 100 mV NMDA expenments wers performed m extracellular medium
wilpout Mg®  and at resting membrane petental
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100 pM genistein (not shown) which specifically inhibus
tyrosme kinase activity 1n hippocamnpal tissue [16].

IFN-o (300 U/ml) also reduced the depolarization
mduced by local application of glutamate {Fig. 2A)
Control values were 16=3 mV and in presence of IFN-a
these were 1123 mV (P<(0.01; n=4) IFN-c, however, did
not modhfy the depolarization induced by local application
of NMDA {n=6, Fig. 2B). These observations indicate thas
at least part of the inhibitory effect of IFN-cc on the gEPSP
is at the postsynaptic feve! involving non-NMDA, channels
and tyrosine kitase activity

3.4 IFN-o acrions on synaptic plasticity i the
hippocampus

Foliowing tetanic stimulation a twofold increase in the
gEPSP amplitude (196%6% of control values; n=3) was
observed, with the fisst recording performed 5 min after

stumuiation (Fig 3A} After reaching 1ts maxymal values, a
transitory decay in EPSP amplitude was observed during
the first 10-15 min. After tha:, stable potentiared gEPSPs
{170 £7% of contro! values) were ohserved for as long as
they were recorded {up to 2 h). In accordance with others
[15], we will to the first portion of this TESponse as
short-term potentiation (STP) and to the second portion as
the mamtenance phase of long-term potentration (LTP).
This potennation was prevented by the presence of APV
{see below) indicanng that 1t 15 mediated by NMDA
channels, as it has been previouly described {11,12]
Superfusion of IFN-e (300 U/ml) for 20 min before
tetanrs prevenied the maintenance phase of LTP but 2 STE
was stili observed (Fig. 3), The average gEPSP amplitude
reached duning the peak of STP was 124+4% of control
values, After STP, the EPSP amplitude decreased and was
maintained at 5625% of control values ndicating that
IFN-o: unmasked a depression of this potential,
Application of IFN-« afier STP (Fig 4; n=4} also

A

;\250“

g TFN-c; (300 U/mi)

e Y b Untreated

8 $tedtsaiflagnee

8 1501

=

EIOO' nnu. md

< ek §o IFN-g.

o T

& s0L e

(=W

m

&0 0 1 oy ] il I 1 1
200 0 20 40 60 8 100

Time After Tetanus {min)

C FN-0 (300 U/mi)

b
| __BSmV

[\g:\!d
— a e 50 ms S

Fig 3 IFN-a prevents iong-term potentiation it neurons of the CAl region A, relative ampiiude of glitamate mediated excitatory postsynaptic potential
(2EPSP) taken before and after tetame stimulauen at tme 0 (arrow) Symbols are mean£8.E. of five untreated and five FaHreated neurons Only one
neuton per shee was recorded. IFNe was applied before and durmg tetanic stmulanon, as indicated by the bar. Tetanic sumulaton consisted of wo
pulse-trains of 1 § each, appliea at 100 Hz, and with a 10-s interval between trams. {B) Typical gEPSEs of two different neurons tzken before and afier
tetanic samulagon, at the umes mdicated by leters
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Fig 4 IFN-q imhibits loag-term potenuauon m CAI region (A) Relative amphrude of gl dizted exciiatory postsynaptie potentals (gEPSPs)

tzken hefore and after tetanic sumulaton (see Secton 2) at ime O {arrow) Both treatments were started during the mamntenance phase of LTP, as indrcated
by bar, Symbols are mean*S E of four [FN--treated neurons or of four neurons treated with heat-inactivated IFN-soluon Onlv one nouron per shice
was recorded. {B) Typical gEPSPs from two different neurons wreated with either heat-imactivated IFN-solution or with 300 U/mt of IFN-a, recorded at

the mdicated umes

mhzbited the mantenance LTP. Indeed, in the presence of
this cytokine the gEPSP amplitude reached a new steady-
state value of only ~60% of the control values This effect
was abolished by boiling IFN-a solution for 30 min (Fig
4: n=4)

Tetamc stmulanon also potentiated the depolanzation
induced by pressure gjection of glutamate (Fig 3; n=4)
but this potentiation was smaller than that observed for
¢BPSPs (Fig 3A) Applicanon of this cytokine also
reverted this poteatiation (Fig. 5; n=4), suggesting that the
IFN-e inhibitery effect on LTP s, at least i part,
postsynaptic,

Pretreatment of bran shkees with 100 pM gemstem
prevented IFN-o mhibitory effects on the maintenance
phase of LTP (Fig. 6; n=>5). In agreement with previous
observanons [16], this concentration of genisten by iself
did not modify LTP when 1t was added after STP.

As expected, mhubinon of NMDA receptors with APY
(50 pM) during the tetanus stimalaton prevented LTP but
STP v =s still present (Fig 7A, n=4) This treatment also
prevented the effects of [FN-c. on the gBPSPs. Application
of APV after STP neither affected the mamtenance phase
of LTP nor the inhibitory effect of IFN-a on LTP {Fig 7B;
n=4) APV by itself did not alter the EPSP amplitude in
centrol conditions (before tetanus; Fig 7A) or after STP
(Fig 7B), wndicating 2 null contribution of NMDA chan-
nels for these potentials dunng such conditions.

After applying a low-frequency tetamic stimulation (see
Section 2) a decrease 1n gEPSP amplitude was observed.
which lasted for as long as we recorded (60 min). This
well-characterized phenomenon 15 long-term depression
(LTD) 19,11} Fig 8 shows that the gEPSPs amplitude
during the LTD steady state was only shightly reduced by
superfusion of IFN- o {(n=4)
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Fig 5 IFN-o inhibits the potentiated depolanzaton mduced by local application of glimmate (A) Relatve ampliede of the depolanzahon induced by
locat applicauion of glutamate before and after tetamc simulaton at ume 9, recorded 1n CA neurons. Symbels are mezsS E. of four untreated aad four
EFN-a-treated neurons JFN.« was apphied as indicated by bar Only one neuron per slice was recarded (B.C) Typical ghut duced depol

from rwo different neurons, one ontreated and ane treated with IFN-a These depolarmations were recorded before and after the tetapus, at the mdicated

wmes.

4. Discussion

In the present study, human recombmant IFN-o spe-
cifically mhibits LTF and gEPSP in CAl region nenrons of
rat hippocampus slices This effect was independent of
changes 1n neuronal excitability, NMDA channels or LTD.
Another finding 15 that inhibiion of LTP by IFN-w
unmasked LTD This indicates that the high-frequency
tetame stmulation used to induced LTP activawes bio-
chemical cascades of both LTD and LTP.

Various observations made by us indicate that IFN-«
iohibits the NMDA-receptor mediated LTP i CAl hip-
pocampus Thus, the LTP recorded here was evoked by a

high tetante stimulation widely used by others to 1nduced a
NMDA-receptor mediated LTP [1,16]; 1t lasted for as long
as they were recorded (up to 2 h); it was prevented by
block:mng NMDA receptors with APV; and it could not be
reverted by this antagonist once it had been stzblished, as
reported by others [3,8,23]. Finally, [FN-« prevented and
reverted this LTP but did not affect the gEPSP if APV was
present durmg the tetanic sumulation

Several of our findings indicate that depression of
gEPSPs induced by IFN-o¢ in slices to which the hugh-
frequency tetanic stimulation was applied, 15 acmally LTD
First, the magnitude of this depression was simular to the
LTD observed with low-frequency sumalation. Second,
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Frg 6. Genistem (100 uM) prevented the IFN-c-mhibiory effects on LTP (A) Relative amplitude of giuamate-mediated excitatory postsynaptic
potentials (gEPSPs) before and after tetanic stunulation at ume O I[FNx was applied before the tetanic shmulation, as indscated by bar. Symbols are
mean+SE of five nenrons Only one neuron per shee was recorded, {B) Typical ZEPSPs of one neuron taken at the ume indicated by letters

such a depression was seen for as long as our recordings
iasted (>1 h eafter the tetame stmulation) Finalky, the
depression induced by IFN-c, at the maintenance phase of
LTP, was prevented by the presence of the NMDA receptor
antagorust APV during the tetznic stimulation, This sub-
stance has been previously shown to prevent both the
maintenance phase of the LTP and LTD [7.8] These
observations would mmply that both biochemical events
responstble for LTP and LTD are activated by the same
tetamic stmulanon used here to evoked LTP

That IFN-e might block LTP by inhibition of NMDA
channels was suggested by the fact that openmmg of NMDA
channels plays a central role 1n the induction of LTP in the
CAl lappocampal region [4]. Our observations, however,
rule out this hypothesis and demonstrate that the mhibitory
actions of [FN-oc on LTP are independemt of NMDaA
channels. First, TFN-c also inhibited the maintenance
phase of the LTP, which 15 known 10 be resistant to NMDA
channel blockers Second, netther thuis LTP phase nor the
hibitory effect of IFN-a were modified by APV, a
NMDA  channel blocker Fimally, the NMDA-induced

depolarzations were also not modified by IFN-a. This last
cbservation is in agreement with the previous finding that
rat IFN induces only a small reduction of NMDA-activated
currents n cultured embryonic hippocampal neurons [4].

That FN-c blocks LTP and inhibits gEPSPs through a
mechaniste that involves tyrosine kinase activity 15 sug-
gested by the fact that receptors to this cytokine are known
¢ couple to a tyrosine kinase domamn [17,22] Here, we
showed that gerustein blocks these IFN-o  effects further
supporting this hypothesis. A previous study showed that
gemstemn can block tyrosine kinase activity in the CAl
region without affecting the activity of other major protein
kinases such as the A and C [16]. In the present study, we
observed that genistein treatment does not alter the mainte-
pance phase of the LTP, implying that activity of kinases A
and C is not being inhibited since their activity 1s known to
be required for the mamtenance phase of LTP [12,16]
Therefore, gemisten effects are more hikely mediated by
inhibition of the tyrosmne kinase activity

At least two observations indcate that IFN-n inhibits
gEP8Ps by a mechamism that mvolves AMPA/KA re-
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g 7 Inhubion of NMDA channels duning the maintenance phase of LTP did not affect the inhibitory effects of IFNan LTF (A) Superfuston of APV
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ceptors. Farst. IFN-g does not modify the NMDA-induced
depolanzauon and second, control gEPSPs or the gEPSPs
recorded dunng the mantenance phase of LTP are not
altered by APV, a well known NMDA receptor antagonist,
gEPSPs are, however, totally abolished by the kynureic
acid, nonspecific antagonist of ionotropic glutamate re-
ceptors  The nhibitory effects of IFN-n are, at least in
part, postsynapnc as ndicated by the fact that the poten-
pated and ron-polentated glutamate-induced depolanza-
trons were also mhibited by this cytokine

Tetamie stimulation potentiates the depolarizaton m-
duced by local application of exogenous giutamate but this
potentiation 1s smaller than that observed for gEPSPs LTP

1s knuwn to be restricted to inputs that recerved tetanic
stimulation {10] and this could be the explanation for this
difference in poteptiation. Thus, exogenous glutamate
could be manly mediated by receptors located mn mern-
brane regions that have not been stimulated during the
tetanine shmulatron.

In conclusion, IFN-a 1nhibits specifically non-NMDA
ghuamate synaptic potentials, by a postsynaptic action that
mvolves tyrosme kinase activity, and withow: altenng the
excitability of CAl pyramidal neurons This inhibitien is
larger after inducing LTP. Our observations also indicate
that the high-frequency tetanic stimulation, used to mduced
LT?, can also activate the biochemical cascade responsible
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recorded at the ume mdicated by lowercass letters,

for LTD, This possiihity must be considered in studies
designed to comelate hiochemucal and synaptic plasticity i
the hippocampus
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ABETRACT

® hag heen propesed that extragelivier ATP nhibds synaphe re-
wase of guaamawe fom nppocampal AT synapses afier s
catapobsm to adanosine. We nvestgated the possbiity that at
10asT part of this eftect § mecared by ATP tseff actng on P2Y
receptors. ATP and venous enelegs decreased the amplitude and
duration o1 gritamate-medated excrsiory postsynapte potentiais
n ail tested neurons. Ths effect waa reversible and concentration-
depencerTt and hay the foliowng rank order of agormst potency:
AMP = ATP = adenosme-5-0-3-thicinphosphate > adeno-
sing = AP, a.pivethyiens ATP, gymethyend ATP, 2-meti-
thioaderosme 5 -tnphosphate, GTP, and UTP induced only a
partal response. The depofarizaton Inducec by exogencus giu-
temete was not effected by ATP, ndicatng that this nuclechde
acts presynaptically to whbrt gutamate-medwted excitatory
POSEYTEDIC priEhals Mether mhiron of stionudinciaass ace

tivity with o g-methyiena ADP, surarmn, or pyncaxalphosphate-6-

azophenyl-2”,4"<disulfonc acd 4-sodium nor removal of extrace!-
sdar acendss (with adenosne deaminase] adered ATP efects.
8-Cyclopentyitheophytine compettively wivbrted ATP affects,
wheraas P2 receptor antagonists (pynaaxaphosphate-t-azophe-
ny2" 4 -disulfonis acid 4-codram, swameg and repgtive blue 2)
were neflective. ATP effects were by far mére sensrve to perfus-
518 foxin {PTX) then those of adenosme. After FTX, adenosne-5'-
O-{3-thidfinphosphate neuced onty 3 partal response, and ATP
concenration-response curve was biphasic, "he second phase of
W3S Clrve was bocked by adenosna Jeamyass, ¥npyng that
5 medated by adencaine a3 a resutt of ATP catabolism, Under
control conartions, however, carabolism of ATP 18 not required to
explan s actions In conglusion, ATP inhibits synaptic release of
ghutamate by direct activation of F2Y receptors that are PTX- and

oy iopany oDty e SENETNG,

AlLF 1% a neuromodulator and neurorransmtter i the
peripheral ‘Burnatock, 1990; Evans ef al,, 1882; Silinsky and
CGerzanich, 1993) and central c<Edwards et al., 1992; Pankra-
tov et al , 1998) nervous aystems. Yerious actions have been
described fyr the extracellular ATF wm hippocampal neurons,
mneluding the inhabition of synaptie tranemission (Dunwiddie
et al, 1987, Cunha et al., 1988}, opening of hgand-pated
channels (Pankratov et o) , 1588: Balpt et u) | 19991, snd the
phasvhorviation of ecto-protein kinase proteing involved in
long-terzn potentiation (Chen et al. $956b). Recent experi-
mental evidence indieates that ATP might be plaving a role
as a fast neurotransmitter in the CAl hippocampal regicn
{Pankratov et al., 1998).

Two types of purine extracellnlar receptors are widely rec-
ognized (Abbracchio and Burnstock, 1994; Fredholm et al,
1994}, P'1 sites are adenosine receptors sensitive to theoph-

Revewvea for pubbicativn June 14, 1995,
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viline derivatives and P2 sitex are nucleoude receptors in-
sensitiva to theophyline dermvatives. Nevertheless, nucleo-
tade receptars sensitve to theophviline or 118 dervatves have
been described in peripheral and central neurons (Silinsky
and Ginsborg, 1983; Shanozuka et al., 1688; Forsyth et ak.,
199L; Cuntha et al., 2994; Barajas-Lépez et al., 1995 At this
receptor, 1) P1 receptor agonists ladenosine or Z-chicroad-
enosine {CADO)} and ATP appear to be squipotant (but see
Silinsky and Ginsborg, 1883; von Kdgelgen et al., 1882, Bara-
jas-Lépez et al,, 1995% 27 o, Zmethyleng ATP iz a weak or an
inactive agonist; and 3} ATP actjons are blocked by antago-
aists of P1 receptors (thecphylhne analogs? rather than an-
tzgonists of the P? receptors (suramin and reactive blue 2).
Severnl studies proposed the name of P3-purinoceptor for
this pharmacelogical profile {Shinozuka et al., 1988; Forsyth
et al , 1991; Dalziel and Westfail, 1994,

ATP can directly activate two fypes of P2 receptors, P2X
and P2Y. in many different tvpes of cells, meluding neurons.
P2X receptors are iigand-gated ion channels, whereaa P2ZY
are conpled via (FLF-binding protemns (Burnstaci, 1890; Ab-

ABBREVIATIONS: CADO 2-chicroadenosins; 2-MaSATP, 2-methylihigadenosine 5'-triphosphate, ATP48, aderosine-5'-0-{3-thiotiriphosphate,
gEPSP, ghtamate-mediated excriatory postsynaptic potential; PTX, pertussis tpxn; FPADS, pyndaxalphosphate-§-azophenyl-2”,4 ' -dmutforne:
ac:d 4-sochum; aCSE, anticial cerebrospinal fluid, NEM, N-sthyfmazlelrmide, AD, adenosine dezminase, GPT, B-cyclopentyttheophyiine, DPCPX,
1.3-GPropyl-g-Cyclopentyixaninne.
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brezechiv and Bumnsiock. 1884: Fredholm et ol , 28840 ATP
can also be hydroiyzed by nucleondases extragellularly JDun-
widdie et aal, 1887, Cunha et al, 1998 and products of e
hydrolysis 1ADP. AMP and adenosme! can wfluence neurons
by intaracring with specific receptors (Bumerock, 1990%,

P1 receptors are found in nerve terminals in many regions
of the central and peripheral nervoua systems Their activa-
tion inhibits the release of varicus neurstransmitters, mnclud-
ing glutamate (Iloiphin and Prestwich, 1¥585; Cunha et al,
1443, acevyicholine tFredholm et »l . 1989 Barajas-Lopez et
al.. 1981), novepinephrme (Fredholm et al. 1989, Barajas:
Lopez et &}, 1991, Forsyth et al., 1991). and peprides (Broad
et al.. 1993). Presvaaptic ATP receplor achrvation also mod-
uiates neurotransmutter release 1n peripheral ¢Silmsky and
Ginsborg, 1983; Shinozuka et al , 1988; Sihnsky et al, 1990;
Forsyth et al, 1951: Barajos-Lépez et 2} 1995) and central
tFredholm and Dunwiddie. 1988: Dunwaddie and Fredholm.
1859 Cunha et al. 19941 neurons. In hippocampns, ATP
inhibits the neuronst release of glutamate, but it is not clear
whether stch an action 1 iedizted by the ATP merabolis
adenostne acting on P1 receptors or by ATT activation of P2
receptors. In general, a recent study by Cunha et al. 11998)
tavors the first hypotheszs, but at least two of their observa-
tions support the hypothesis that P2 receptors are present n
nerve termunzis and might mediate part of the inhibiten,
Specifically. ATP hvdrolysis appears to be slower than its
effacta on glutamate release Moreover 1ts anajog, adeno-
sine-3°-0- 3-thioitriphesphate (ATP+8) behaves as a full ag-
onist despite its hvdrelvsis bemg only marginal. Based on
these observations, we hypothemzed that part of the ATP-
induced presynapuc mhibition is mediated by P2 receprors.
Therefore. the am of the present study was w further char-
acterize the receptors thas mediate the inhabitory actions of
ATP on the synaptic release of glutamate.

Materiais and Methods

Slice Preparation. Rat hipposanmymal slites were prepzred as
previcusly described (Edwards et al., 1949}, After decapitation, the
brain was guidkly removed, and o black of tissue contmnmg the
fuppocampug was prepared and pleced 10 an ick-cold arnficisl eere.
brosminal luid (2C8F 1 with the tallewing composition: 124 mM Naci,
SmMRECL 1 21eM NafL,PO,. 1 3 mM MgS0,, 2.4 mM CaCl,. 26 mM
NaHCO,, and 18 mM glucasa. Coronal shices wers cut with & vi-
brazome (Lampden Inatruments, Lid.; 400-um thick and were mea-
bated at room temperature in aCSF bubbled with 953% O, 3% CO,
mixture

Intracellular Recordings. 4 single shee was then placed in the
reeording ehamber 2nd superfused continususly with heated (34—
35°C; 2C5F at 1.5 w0 2 mlimin. Intrageilelar recordings were made
with giass mieroeiecrodes filled wath 2 10 8 M ECI wesistance 40-60
i) Memchrane potential was meammed wilh zn Axcclamp-24 pre-
amplitier 1Axon Tnstruments Inc., Fostar City, CA) The output of
this prezmpltier was displayed on ap oscilsccope (TDS 210; Tak-
trunses) aod recorded with a PC and Axotape or pClamp seliware
Axen Tnstroments; As inwaceilular impalement of a CAL pyraim-
dal cell was judged satiefactory if the membrane potentis! was 255
mV and action potentials were =60 wV in amplitude. Glutamate
mahated excitatory postsynaptic potentiala (zEPSPs) were evoked
oy an eiectrical puise 120-100 ws) appiled at 0 I Hz w the Schafler
collsteral-commissural afierents, using a bipolar electrode made by
iztng turgeien wores of 2 duameter of 20 xm (Tefloncoated) In
the presence of 20 oM nitrotoxin. Gve consecutive gEPSPs were
averaged under each expenmental condition, and the mean amph-
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tude wos cafealated. To avmid chanzes i the amolitude of ZEPSPs
due to membrane potential changes and the generaton of overmding
acuions potenuiais, the membrane potentiai was neid constant pear
ihe polassium equibbriung potentdl = 1ud mV: Input menbrane
resistance and time constanis were measured from eleetratonic po-
tennals induced by the snwraceilular impeetion of ennstant ecurrent
pulses, wiuch hed an emphtude and 2 durabion of - 160 pA and 130
=g, respecuvely, and were apphied st the mstng membrane poten:
&l

Dirugs ware apphed by asparfusion, with the sslation changed 16
one that differed only 1n 118 content of the drug Because presynaptic
reaponges were ngh 4 ed, ATP and its analegs wera applad in
a cumuiatuve fashicn when econcentration-response curves were ob-
tained. Tn come cases, 6ne pipette tup diameter 3-6 wm) was hilled
with glutamate solurion +3 mM. pH 7 41 and a few nanoliters of thia
solution were pressure giected (tvpically 180 psi for 10-25C ms) onto
CA1 stratusp radistum. To avoid effecta by Jeakage of the solutien,
the piperte ip was always placed ~500 um from the ejection site and
sdvanced to the desired positron pust belore ¢jeetion,

Some shees were incubated in culure dishes econtaning aCSF
the presence of €ither pertussis toxin (PTX, 0255 13’m}: or As
salvent for 1o b at room temperature in 40 atmoesphere of 95% Q. 5%
CQ, The slice was transferred to the recording chamber. and the
eifects of ATP, ATPHS, or adenosing o the gEPSPs were measured,

Dirugs, Adencsine, picratoxin, pyridelalphosphatef-azophenyl-
24 -mizaidome sod d-sediom (PTADS, UADO, § tyospentynnes-
phylline {CPT}, suramin, end 1.3-dipropyl-S-cyclopentylxanthine
{DPCPX) were obtained from Research Biachemieals Inc (Natick,
MA) AMP, ADP, ATP, o-Fmethylene ATP hiluum salt (e 5meth-
yiene ATP, Srmethylene ATP athium sal 13, »methyiene ATP:,
ATP 5, 2-pethyittsoadenosine 5 -inphasphate discdium salt (2-3e
SATPY, UTP, TP, glutemate, PTE, N-athvlmaleimide INEM), aden-
osins dezminase {AD), and Basilen Blue E-3G (reastive blus 21 wera
obtained from Sigma Chemacal Co. (St. Lows, MQ) Stoek solutions of
G 1 to I0 mM were made 1n either ethanol /CPT and DPCPY) or
water (2]l other subsianees) before being dissolved in the phyuwlog-
weal sahine solusion. ATD, ADD, and AN stoek solutiona were pre-
pared the dey of the experiment and kept st ~4°C Steek solutions of
suramin and adenosine were kept at = 40°C Al other stock sejunons
ware kept aw ~20°C.

Statistical Analysic. Results are expressed as mean = SE The
pamed Student’s ¢ test was uced 10 evalunte difersnoes hetwean
mean valuss cbiansd in the same cell wnereas the unparred Xtu-
dent’s ¢ lest whs waed for the dkin coliected from differsns cells,
two-tailed P values of .03 were considered stanisucally significant.

Resuits

General Observations. Results were obtained from 150
CAl pyramidal ceils. Electrophysiolegical properties of these
neurpas were similar to those publithed prviously asing
patchwelamp and mfracellular recordings (Mahmoew and
Miller, 1986, Edwards et al, 1989) The mean membrane
potential was —68 = 18 mV frange, —55 5 ~76 mV), mean
membrane mput resistance was 46 = 4 2 M{) (range, 25-75
3}), and mean nme constant was 11 = 0.6 ms irange,
8 2-18.2 ms). The amplitude of action potentials recorded 0
pyramidal neurons in the CAI region of rat hippocampus was
75 = 1.7 mV irange, 60~80 mV) measured at resting mem-
brane potential.

Uniess otherwise stated, 30 pM concentration of the y-ami-
nobutynie acid, receptor antagonist fpicrotoxin) was used to
block the inhibitory postsynaptic potentigls These potentizls
werge reversal (depolarizing) under cur experimental condi-
tions due to the high concentranoen of chlorde jons mnside the
recording electredes 12 M KCD. Picrotoxin superfusion dimin-
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ird Monapza-Fernan0er 1 24
izhed the amphtude of the fast synaphe potenmals to an
average of 42 = L.0% from 1ts control values.

Effect of ATP and Several Analogs on gEPSPs. Super-
fusion of ATP and various of its analogs decreased the am-
phtude and duration of orthodromic gEPSPs in all of the
pyramidal neurons tested, and this effect was concentration-
dependent {1-300 2M; Fig. 1). The following ICg, values were
calculated for several of these compounds that behaved as
full agomsts. 4.1 = 02 uM for AMP, 54 = 0 8 oM for ATP 5,
6.3 = 09 200 for ATP, 13 = 0.7 M for adenosine, and 15.4 =
1.2 M for ADP, B »Methylene ATP, aAmethylene ATP,
2-MeSATP, GTP, and UTP induced only 2 partial response A
maxmum toncentration caused 30 to 30% of the maximum
inhibition chserved with ATP. The IC., values for these
compounds were 173 = 0.3.7.1 = 1.2,83 12,124 = L5,
and B3 = 17 o3 respeetively (Fig 10 To averd cell-tocell
variation. the effects of ATP (1-100 A1) and adenosme {1-
300 w21 were cortpared 1n the same pyramdal neurens i =
v In such expenmienss, I, values tor tnese agonists were
6.3 = 0% and 13.0 = 0.7 =5, respectsvely. The contentradion:
responsze curves SOT There experiments are not shown, The
sumplest explananon for these observatiens is that adenosine
and ATP inhhir gEPSPs via dufferent receptor sites

The time dependence of ATP- and adenosine-nduced inhi-
butinn of gEPEPs 1= shown i Fig. 2. This mnubisory affeer of
ATP and 1tz analogs had the follewing kineties 1t was ob-
served within 50 s after the arrival of the agomst to the
recording chamber, reached mawumum within 4 wun, and
complerely reversed within & min after discontinuation of the
aE AT9 5
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Fag. L. Ichibitery effects of ATP and several other enalog substances on
eleciricaily evched gEPSPs of CAL hippocampus Note that ATP, AMP,
and Al are more potest than adencswne {Ads) Traces of ghlSPs
recorded intracellulzrly 1o 10 different peurons before (Control), in the
presence af 10 god 100 M concentrations of the indicated substances,
and after their removal (Wash? The inhibitory effects of these compounds
were edmpletely reversed 5 to 10 pun. Nete that the Centrel zod Wash
traces are supcrunposed and that the lowesd trace is always that taken in
the presence of a 100 uM concentration of each substance For UTP only,
the irace taken 1n 30 xM UTP 15 superznposed with the Control and
Wagh treces Graph shows the percentage inhibthon of gRPSPs induced
by hifferent tratheas of lealidet, Swavbule nre wean * 8E

valuez of the wdicated number of neurans Gn parenthesac) Lipes wers
atved by least-sqaares to sigmodal curves ghiSPs were measuzed at the
satne membrane poresdal (=180 mV) m the presence of picrotoxin 120
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Fig. 2. Ternporal course of ATP and adenosine LAdo) whibitory actions en
the amphtude of gEPSPs. expressed as a percentage of therr smphituce at
time 0, Agontsts were appled as indicsted by the bar Svibols are
mesn * S.E values of the wedicated pumber nn parenthegest of CAl
zeurcus.

spphication. The :nmntory Tesponse was not modified uring
repeated or prolonged spplications {10—15 min) of maximal
concentrations. Furthermiore, similar responses were ob-
tained by their cumulative and noncirmulative applications,
Thus, no evidence of desensitizanion was observed.

Contrary to its effects on gEPSPs, ATP (100 M) did not
alter the depolamzanen wduced hy the local appheation of
exogencus giufamate {5 mM; Fig, 8). Thas, the glutamate-
mnduced depolarization was 14,8 = 1.2 and 14.6 = 12 mV
before and in the presence of 100 xM ATP, respectively (n ~
5} In the same neurons, this concentration of ATP com-
pletely inhibited the electyically evoked gEPSPs, which had a
contral value of 14 3 = 1.6 mV. These results show that ATP
mhibits gEPSPs by acting at 2 presynaptic site.

Etfects of Purine Receprar Antagonists on ATP-Me-
diated Inhibition of gEPSPs. To further characterize the
receptors mediating the ATP-tnduced wnhibition of gEPSPs,
we investigated the effects of suramin (100 zM} and PPADS
(30 M) on ATP-ndediated inhibition of gEPSPs. Both sub-
stances Antagonize effects of ATP in several tissues (Sihinsky
et al,, 1990; Evans et al, 1992; Silincky and Gerzamich, 1993,

Conrrol

ATP (100 pM) Wash

" . K
: '

Local Applicaticn .~
. “\ of Giutamate I Y
b SR & LY \.,__l 10mv

I Electrical Stimulation
it of Schaffer-Comusural
3 Coilaterals
%,

\\‘M ‘-.-"\-...._..,___

§

\-\\_;j]OmV
50 ms

Fig. 3. Membrane depolurizations induced by pretoure infectrm of glu-
tamgate (top), before (Cantral) and 1 the presence of ATP and after e
removal from the extracellular medium Hotiom, gEPSHs recorded w the
same oeurcn before 15 the preseoce of. and afler washing ous ATP
Simsire ubservalioss were colmned (0 fouf Sxperunenis.

y
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Fredholm et al. 1994). In the huppecampus, however, these
substances nerther modified the gEPSPs nor altered the in-
hibitary effects of ATP on the gEPSPs (Fig 4) Reactive blue
2 130 M), anather P2 receptor antagomst (Fredholm et al,
1994), also failed to alter the inhbitory effects of ¢ 2M ATP.
In these experiments, a 13 = 1% in = 4) inhibition of the
gEPSPs was induced by ATP before and m the presence of
reactive blue 2.

We also examined the effects of CPT, which blocks the
oresynaptic inhibition induced by either adesosine or ATP m
enterit neurons (Barajas-Lopez et al, 1995). When adminis-
tered alone, CPT did not aiter the gEPSPs. However, CPT
shifzed the concentration-response curves ta ATP to the right
10 a parailel fashion without altering the efficacy of ¢his
nuclectide (Fag. 3, A and B), This effect of CPT was concen-
tration-dependent. Schild plot analysis of these results (Fig.
5C) vielded an estimated disseciation equihbrium comstant
1Kp) value of 4 nM and a slape (6 82 = 0.1€} not sygmaficantly
different from unity, mdicating that CPT was acting as a
competitive antagonist of the effects of ATP. DPCPX (30 nM),
another theophylline derivative, also blocked the inhibitory
effects of ATP (10 xM). ATP inhibitory effects were 67 = 3.5
and 3 = 1 5% before and in the presence of DPCPX (n = 4
P = 1), Similar DPCEX effects were previcusly reporied by
Cunha et al. 11998). As expected, 10 nM CPT also shifted the
(CaD(0 tadenosine receptor agonist) concentration-response
curve tatheright (Fig 8, Dand ) The IC,, values for CADO
were 478 and 1595 nM before and in the presence of 18 nM
CPT, respectively. Therefore, assuming a competitive antag-
onism. we can predict a Ky, value of 4 3 nd CPT on CADO-
activeted receptors

Is ATP Catabolism Beguired for ATP Presynaptic
Actions? Figure 6A shows voncentration-response curves for
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Fig 4- Two well keows P2 recepiv? aniagotivis, FPABE (30 ublt aod
zurarun (300 M), faxed 1o altered the inhibitory sffects of AP on the
gEPSPs. Symbols see ‘tooan = 3B valuea of obtained from the
tndicated number of CAT weurons (R Lises were fitted by leasgsquares
0 HETRGITR] Curves.
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Tig. 5. CPT apiagonizes the ivhibition of the gEFPSPs induced by ATP as
well 85 that iadueed by CADD A, effects of ATP an EPSPs recorded from
1he SRIE GEWTE 4 Whe Absence aad then ibe presence of three difereal
coneertralians of CPT B, eoncentrelinn-responre murves e AT eifiets
obtsined in the absence and then the preserr. of five different @wnem-
wranepe of CF1 Sgiobole sre mean © Sk ¢ ues of aama obLuned o
five neurons Lines were fifted by least-squares 1o sigmmdal eurves L,
Sehuld plot derived from the carves shown in B. The slope of the Schild
plot (fitted by Linear regression) was 082 * 016 D, concentration-
response cwrves for CADO effects obtained o the absence (ICg, = 478
1) and thea they nce of 10 nM CPT (IC,, = 1595 oM} Symrbols are
meen * SE of dava obtawed from aix neurons. E, effects of CADO o2
gEPSPs recorded frorp the same neuron in the abeence and then io the
presence of 10 oM CPT Notice that ws A and E, the Control and Wash
traces are superunpased. '

ATP inhbitory effects on gEPSPs in the same pyramidal
neurens (n = 8} in the absence and presence of the enzyme
AT, which converta adenosine to its inactive metabolite ino-
sine, Suparfugion of this enzyme (2 Ufml was inniated 30
min before the addition of ATP and was maintained as Jong
as the ATP supertusion. These expeniments were pertormed
with an ATP stock solution 110 mM concentration) that had
been preincubated with 10 U/ml AD for 1 to 6 h. We found
that AD superfuston by itself inereased the gEPSP amplitude
by 18 = 1% of its ecomtrol values. AD, however, did not alter
the ATP-mediated inhibition of these gEPSPs (Fig. 8A).
When control experiments were performed wath adencsime
wnstead of ATP, AD completely abolished the adenossine-ree-
diated whibition of gEPEPs (n = 3; not shown}

Figure 6B showa the inhibitory effects of ATP on the gEP-
SPs in the absence and presence of 100 uM 2 S methylene
ADP, = potent (K, = 6 nhl} weto-5 nucleotidase whibitor
{Nzite and Lowenstein, 1885). Superfusion of this inhibitor
was initiated 30 min before ATP and maintained as long as
the superfasion of ATP &, Sdethylene ADP by itself caused
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Fig. 7. ATP inhibitory effects on the gEPSPs were rzore sensitive 1o PTX
treatment than these of adensaine (Ads). When the slices were treated
wrth 0.5 ughnl PTX for 12 ta 20 b, the ATP coneentration-resposse corve
wasi ahifted to the nght. After slices were treated with a larger mncen-
tration of PTX (5 sg/mi per 12 ts 20 b, the curve hecnme hiphasic. The
secund porbin of Lhis curve was iplited by e addition of AD 12 Ui,
turning ATP inte 8 partial agonist After PTX treatment, ATPoE was only
a parual agenist, whereas adegosive was stil a full agonist tsee also
Table 13, Symbols ave mesn * S E. valueg of data obtained &om the

number of C4l neurons tn+ Lines were fied by least-squares to sigmo-

dal mimes

a seall 19 = 1.0%) but sigmificant P < 01, r = 5) inhubition
of gEPSPs but did not alter ATP-induced 1nhibition of these
symaptic potentials. Despite the fact that surarmin, PPADS.
and reactive biue 2 are better known as P2 receptor antago-
nists, thay sles inbit ectenuclestidese achivity in various
tissues (Ziganshin et ab, 1995; Chen et al, 19962, and as
descrbed earher, they did not modify the ATP effects, These
results are in agreement with those described in the previous
paragraph, and both suggest that the ATP-mediated inhibi-
ton of gEPSPs is not due to catabolism of ATP,

Bole of G Proteina in ATP Actions. Previous atudies
found that presynaptic actions of adencsine in the hippocam-
pus are quute resistant to PTY (Fredholm et al , 1989; Strat-
ton et al, 1989}, The effects of PTX on presynaptic actions of
ATP are unknown in the hippocampus. In rat adrenal chro-
maffin cells 1Kim et al, 1997), however, this toxin prevents
the ATP inhbitory effects on exocytosis and caleium cur.
rents. Therefore, we mvestigated the posmibility that PTX
vould have » differential effect on adenssine and ATP pre-
synaptie actions in the hippocampus.

Slicer of the rat hippoeampus were neuhated for 12 ta 20 h
in aCSF (incubation control) or in aCSF plus PTX (500 ng/m!
and 5 pg/mii. The long incubation period per sz did no:
sigmficantly affect the membrane potential, action peten-
tials, gEPSP amplitude, o inhibitory effect of ATP and aden-
osine (Fig. 7, A and B, acd Table 1), In the slices pretreated
with PTX, the ceacentration-response curves of ATP snd
adenosine were both significantly shifted to the right. This
etfect was greater for ATP than for acenosine such that ATP
was less potent than adenosine. After treating the shees with
3 p#g PTX, adenosine was a fall agonist and the ATP concen-
tratwn-response was biphasic, with a quasiflat portion be-
tween 10 and 30 uM, At thir point, we investigated the
hypotheses that the first portion of this curve was mediated

ber of aeurons (in parentheses) Lined were interpolated
between the gymhale Natice thatin F fraces taken 10 the precence af 30
and 300 M ATP are superunposed.

TABLE 1
Iehibitory effect of 30 uM ATP. adencsine, ar ATP S on the gEPSPs of

CAl peurces
Prewncoharon of the hinpocampus o 2CEF wah PIX sindicanly obhie
zed The reapomae 10 These agoniata, wherask the sole meuhsnon of the shee finou-
basion chutrol getupy 1w the aCSTF dud uot moddy it Tiris date were takeu from the
m:\:ennzasnn-mpﬂnumlmm Figs 1 20d 3 Resulis are expresasd as
w2 §

Agmst
oy
ATP Adenwsing ATPHS
=
ortro] 84x2 Taxl o2
o =45 o =42y = 6
Inctibatien cootrol (12-20 h) B0 = 3 1 x e
) =35 n=3

PTX 0.5 ug/mt12-30 h 53 * 4%

- in =3
FTE S pg/mli12-20 % 23 = 4+ 53 = 2% 24 z1*
in=d4) m=4) = 4

**F = X2 The unpaired Student's ¢ tear wan wed o evalunte diflenences
berween mean gxpenmental vad commrul meas vabues (* 2 o 005)

by ATP itself and the second porhion was mediated by the
metabolism of ATP to adencsine, In support of these hypoth-
eses and consistent with the ohservation that ATP efiects are
more sensitive to PTX than those induced by adenpsine, we
found that 1) ATPS induced only a partial response, produc-
ing a maximal effect similar to that induced by 10 to 30 uM
ATP, and 2) the second portion of the ATP concentration-
response curve, observed at concentrations of 2100 M, was
cempletely inhibited by the addation of AD 12 Usm}; Fig 7A).

We alap examined the effects of NEM, which can uncouple
G proteins from several receptors (Smich and Harden, 1834;
Wu et al,, 2982; Shepirg et al,, 1984}, The inhibitory effects of
hoth ATP and adenorine were significantly (P < .001; dvman.
ished {Fig. 8} by NEM treatment {100 xM. 1 h), The effect
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adenossne (13 uM; and ATP 6 M) on the gEPSPs Thie effect begen ~30
mie after ivitinting NEM superfusion and reached 1ts maximum after
- 80 min The iabibinsn shserved 80 min after the start 5f NEM treat-
ment was signifcantly 2 « (01 lower than the control wwhibition dime
0 Symbols are mean * S E of dats ohtained frowm the indicated number
of neurous s Lines aere inteipolated between syimbols.

induced by NEM was not reversible and did not distingaish
between actions mediated by ATP and adenosine,

Discussion

Our man fnding 1= that nucleotides can directly inhit
ghutamare synaptic release m CAl axen terminals of hup-
pocampus. Evidence for ATP effects mediated through its
metabohte adenosine were seen only at high concentrations
of ATP and only after PTX treatment. This effert 1 blely
mediated by P2Y receplors {nucleotide G protein-coupled
receptorsh, which have similar pharmacologiesl properties as
hose deseribed in peripheral neurons and have previously
been called P3 purinoeeprors tsee the Intreduction).

ATP Catabolism I3 Not Required for ATP-Induced
Presynaptic Inhibition. We found that ATP hydrolysis to
adenosine is not required for the ATP-induced inhibition of
EPSPs m the CAl hppacampal regon. Firsg, ATP, AMP,
and ATP+8 are mere potent than adenosine. Second, the
copcentradon-response curves far ATP and ATPHS were not
significantly different, despite the fact that ATP4S is known
ta be hydrolyzed more slowly than ATP in hippocampal slices
(Cynha et sl 1298), Third, the ectonucleotidase inhibitars
a.fmethylene ADP (Naito snd Lowenstein, 1985), suramin,
PPADS, and reactive hiue 2 (Ziganshin ot al., 1995: Chen et
al., 1996a) &id not alter the effect of ATP. Finally, AD abal-
ished the effect of adenosine a3 expected but did not alter the
effects of ATP. Alwogerher, these regults indicare that ATP
hydrelysiz to adenosine is not required for ATP inhibitory
effects on the gEPSPs and that the nucleotides themselves
are responsible for these effects. Car results support the ides
thar ATE acts through its own receptar.

ATP degradation to adenasine does ocour in our slices, as
previously reported by Cunha et al, (1998). This, however,
was evident 1n the PTX-pretreated slices only when the ATP
oacentration-response curve was biphasie, with the second
chase of this curve lobserved with concentrations of =100
#M) being completely blocked by AD. After PTX treatment,
ATP inducad 2 maximum ¢EPSP inhibition of only ~40% in
the presence of this anzyme, supparting the idea that the
second phase of this curve zppears to be mediated by the

Gl E ana P2Y R = 17T

production of adenosine In agreement with this mterpreta-
tion, the concentration-response curve for ATPyS (& slow
degradable ATP analog) lacks the second phase. The preven-
tion by AD of the effect of exogenous adencsine and the
second phase of the ATP concentration-response curve (after
PTX treatment) demonstrates the activity and diffusion of
this enzyme in our preparation. Altogether, these observa-
tyons and those discussed in the previous paragraph suggest
that ATP metabolism te adencsine occurred in the study
brain slices but that this is not normally required for the
inhibitory actions of ATY on the gEPSPs,

The lack of effects of AT} and «,Bmethviene ADP on the
ATP actions disagrees with a report by Cutiha et al. 11998,
who found that these two substances prevented the ATP
effects on the gEPSFs. These discrepancies may result from
Jifferent esperimental protocols, Thus, they recorded at
30°C, whereas we recorded at 35-36°C. The temperature
ruight affect the avrilahihity of adencsine outsida the colls by
modifving not only its productien but alse its membrana
tranaport. Another difference is that we recorded intracellu-
larly, whereas Cunha et ai. (1558) recorded extracellulariy.
We age sampling neurons with charactenstics ot a standard
CAlell tie. 2 membrane potentist larger than ~ 55 mV and
an getion patential amplitude of =60 mV), Extracellular re-
cordings. in contrast. measres average neuronal aetivity. To
avod voltage-dependent changes in the synaptic activity, we
alwayr mensured the gEPSFs ar the same membrane poten.
tial, around the potassium equilibeium potential. Changes m
the unclamped resting membrane petential due to postsyn.
aptic actions of any experimental maneuver could indirectly
affect symaptae transmiusaion, which 1g 2 concern dunng ex.
tracelfular recordings. Finally, unltke Cunha et af., {1988),
we aldo performed our recordings m the presence of picro-
toxin to prevent the symeptic transtmssion Tnediated by
wammebutyrie acid, receptors.

Ross et al, {19988) reported expenmental evidence in favor
of AMP mediating the inhihitory actions of ATP on epilepu-
form activity 11 the CA3 region of the rat hippocampus. Here,
we showed that AMP and ADP also wmhint the gEPSPs,
perhaps indicating that these metabolites conld also contrib-
ute ta ATP acnon.

ATP-Induced Presynaptic Inhibition Is Mediated by
G Protein-Coupled Receptors That Are Different Than
Thaose Activated by Adenosine. Various observations in-
dicste that nucleotide setions on ¢EPSPs are mediated by
receptors coupled to G proteins The first observation is the
relative slow kinetics and lack of desensinzanon of this nu-
cleotide response. Secend is the lack of effects of suramin and
PPADS. These sntagenists are known zo block P2X 1ione-
tropie} receptors in hippecampal neurons (Pankratov et al,
1998; Balnt ot al, 1999 Same homameric P2X channels
formed by either P2X4 or P2X6 are not senmtive to suramn
or PPADS, but recent evidence suggests thar P2X4 subunits
are not the primary subtype of P2X receptor in hippocampat
neurons {Balhit et al, 1889, Third, the ATP presynaptic
effecty were inhibited by PTX and NEM, substances that can
alter responses mediated by various G protein-linked recep-
tors {8mith and Harden, 1984; Wu et al, 1992; Shamro et al.,
1994; Barajas-Lapez et al., 1996). Nucleotide receptors cou-
pled with G proteing are PZY receptors, according to the
current nomencieture tAbbracchio and Burnstockm. 1994,
Fredhalm et al., 1994).

Bl
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ATP snd the ATPHS presynaptic effects wers more
by FIX than those méueed by adencsine. Ingeed, adenszing
waS more potent than these nuclestides after the PTX treat-
ment. lnis mdieaes Ay the b protens Taediating ALy
actions are different from those mediating adencsine presyn-
apue acnona. These observauens would alse imply that these
nuciestides are activating a ditferent posl of recepters than
adenosine.

Adenesine presynaptic actigng in hippocampal neurons are
thought to be mediated by the activation of AL receptors
iDunpwidgae and Fredholm, 1989; Fredholm et al, 1984; Fred-
holm, 1590, Schoiz and Mailer, 1881), which are G protewn-
coupled receptors tAbbracchio and Bumstock, 1994; Fred-
bolm et al., 1594.. Some adenoane effects ediated by these
receptors are PTX-sensiive (Deolphin and Prestwich, 1985;
Silineky ez al , 1990; Schalz and Muller, 1992; Barayas-Lapez
et al. 19961 but not in all preparations (Fredholm et al,
158, Broad et al.. 1893. Barajs-lopez et al., 19596, We
tsand that adencsine presynapuic eftects were ¢nly shghtly
decreased despite the large concentranons (3 pgyimi) and the
relative long appheations (16 h) of PTX wsed here. Consistent
with our findings, previcus studies found that presynaptid
actions of this nucleoside are highly resistant to PTX ¢
holm et al., 1889; Strazton et al., 1389) Indeed, intrahip.
pocampal mjections of PTX can prevent sdenosine effects 1o
mppocsmpal shices only when =1 pg is injected and anly
when 1t is applied 3 to 8 days before adencsine effects are
measured iStratton et sl., 1388). In culture preparstions of
hippocampal neurons, 250 ngiml PTX can readily prevent

presynapie effects of Al receptor agonists (Bcholz and

Miller, 1591}, which suggests that PTX ¢ diffusion to the sub-
cellular region where adenosine receptors are located might
be hmited in the shee preparation or durng intracerebrai
injections. Qur obcervation that ATP and ATP18 effects are
more sttected by PTX than adénosme actions suggests that
nucleotide and adenosine receptors in the hippocampus are
locazed 1n different subcellular reguons. Another slternatnive
explanaton i3 that adenocsine recepter pool 1o the shee and
the intact brain 1a larger than the nncleotide recéptor poal
and therefore less sensitive to PTOL

ATP Presvoaptic Receptors Are Sensitive to The-
ophylline Analogs. The nuclectide receptors present in the
CAJ collaters] fibers (present study’ have similar pharmacs-
logiesl properties as P3-purinoceptors (see the Introduction).
Thus, CPT was a potent {y, = 4 nM) end competitive antag-
enist 2t the receptors that mediate the ATP effects on gEP-
SPs This X value is virtually the same ga that of CPT at AL
adenosine receptora (Dunwiddie and Fredholm, 1089; Fred-
holm et al,, 1994), Because of the reasens discussed earher, it
18 unhkely that ATP is acting via adencsine receptors, and
therefore. we favor the alternative explanation that CPT
cannot Gistinguish between presynaptic receptors activated
by ATP and adenosine in hippocampal synapses, s previ-
ously noted in submucosal neurons tBarajas-Lopez et al.,
1995). Because the receptors described here are activated by
nucleotides and appeer to be G protein.dinked (becanse they
are FTX and NEM sensitive) and because they are sensitive
to theophylline derivatives, we proposed to classify them as
P2Y-theophvyiline.sensitive.

PTX semsitivity also sugyests that ATE eould be inhibiting
the gEPSPs by decresang calawm cwrrents andior adenyl
eyclase activity This hypotheein is based on the fact that PTX

s Enown o eliy target G, and G, proteins. which
ACLIVALON 1NMMEE anenyl cyciase achivity ana calcnur coan-
nels, respeenvely isee Hille, 18921, In agreement with this
nypothesis, A L¥ receptors ean MMM saltium curTenit exa-
cytosis (Lim et al. 1997), and adenyl evelase activity. The
presence of P2 receprors insensiuve to suramn and nega-
tively coupled to adeny! eyelase has also been reported m
hepatocyzes | Tomura et al., 18821 and PC142 ceils tMurayama
et al,. 1998),

At these P2Y-theophylline-sensitive recvptors of hip-
pocampal nerve terminals, o 2methylene ATP, # rmethyl-
ene ATP, UTP, GTF, and 2-MeXATP appear to be less etfec-
tive thant ATP. Full agomsts have the following rank order of
porency: AMP = ATP = ATP)S .~ adeposine = ADP.
Suranmun and PPADS and reactive blue 2 (P2 receptor antag-
omiszR1 were nactive on these receprars, Similar agonist pra-
file was described in submucesal neurons (Barajas-Lopez et
al., 1983,

In conelusion, presynaptic tibers m the A} hippocampal
region express ATF receptors whese activation inhabits syn-
aptic releass of glutamate. These receptors appear to be P2Y
(G protein-coupled), which, however, are sensitive to theoph-
yiline dervates.
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