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RESUMEN

Actualmente se considera que las maodificaciones de la eficiencia sinaptica de larga duracion, tales como la potenciacion
de largo plazo (LTP) y la reorganizacion morfolégica dependiente de la actividad, constituyen la base sinaptica de los
procesos de aprendizaje y memoria. Las investigaciones acerca de los mecanismos moleculares que subyacen a estos
procesos han destacado la importante participacion de las neurotrofinas en la plasticidad sinaptica de largo plazo en el
hipocampo y la neocorteza de cerebros adultos. En el hipocampo, una de las neurotrofinas que se expresa
significativamente es la Neurotrofina-3 (NT-3), la cual se ha relacionado con la plasticidad sinaptica tanto funcional como
estructural. Un subsistema celular dentro del hipocampo, relevante para el estudio de fendbmenos plasticos funcionales y
estructurales es el de las fibras musgosas, en las que se ha encontrado una reorganizacion morfolégica 7 dias después
de inducir LTP. De tal manera que en el presente proyecto se analizaron los efectos que ejerce la NT-3 sobre los cambios
en la fortaleza de la transmisién sindptica asi como en la reorganizaciéon de los botones musgosos en la via de
comunicacién que va del giro dentado (GD) al &rea CA3 en el sistema nervioso adulto de roedores, in vivo. Para este fin el
proyecto fue dividido en tres fases. La primera fase consistid en analizar los efectos que ejerce la NT-3 sobre la
comunicacion sinptica de la via que va del GD al &rea CA3, asi como sobre la reorganizacién morfolégica de las fibras
musgosas. Para ello, se utilizaron ratas adultas de la cepa Wistar (360-390 g), a las que 20 min después de iniciar el
registro electrofisiolégico se les microinfundié NT-3, con el fin de analizar la participacion de los receptores de tirosina
cinasa (Trk), se microinfundié NT-3 en combinacion con el inhibidor de los receptores Trk o la sustancia vehiculo (buffer
de fosfatos, PBS). Para observar la difusion de NT-3 en el sitio de infusion, el hipocampo fue analizado con la técnica de
inmunohistoquimica, la cual reveld una fuerte inmunoreactividad restringida al area CA3. Siete dias después del
procedimiento electrofisioldgico, se evalud la reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas hipocampales, utilizando la
técnica histoquimica de Timm. Los resultados mostraron que la NT-3 induce incrementos prolongados de la eficiencia
sindptica, los cuales estan acompafiados de reorganizacion morfol6gica, observada por la presencia principalmente
ipsilateral al sitio de microinfusion, de botones musgosos en el estrato oriens del area CA3 y estos efectos son
bloqueados por el inhibidor K252a. Se han reportado evidencias que muestran que la historia de actividad de una neurona
o via de conexién puede modificar la manera en que ésta presentara una subsecuente plasticidad sinaptica. Por esta
razon, en la segunda fase de este proyecto se evaluaron los efectos de la infusién hipocampal de NT-3 sobre las
modificaciones de subsecuente plasticidad sinaptica, tanto funcional como estructural, inducidas por la estimulacién de
alta frecuencia (HFS) capaz de generar LTP en la via que va del GD al area CA3. Para abordar este segundo objetivo,
durante el registro electrofisioldgico, los animales recibieron estimulacion de alta frecuencia (3 trenes de 100 Hz en 1 s)
20min después de la infusién de NT-3, NT-3+K252a o el vehiculo. Para el analisis de la reorganizacion morfoldgica se
utilizé la técnica histoquimica de Timm. Posteriormente, se llevaron a cabo andlisis ultraestructurales por medio de
microscopia electrénica de transmisién, con el fin de corroborar que la reorganizacién observada a través de la tincion de
Timm coincidiera con la presencia de botones musgosos en el estrato oriens, asi como analizar las caracteristicas
subcelulares de estos botones formados de novo. Los resultados de esta fase mostraron que la administracién de NT-3
bloquea la induccion de la LTP inducida por HFS. Ademas, se encontré que la infusién de esta neurotrofina seguida de
HFS modifica el patron de reorganizacion observado tras la estimulacion de alta frecuencia en ausencia de NT-3,
produciendo un incremento bilateral en el estrato oriens del area CA3 hipocampal. Los analisis ultraestructurales
mostraron que en los animales infundidos con NT-3 existen botones musgosos en el area infrapiramidal, correspondiente
al estrato oriens del area CA3. En la tercera fase del proyecto el objetivo fue explorar parte de las vias de sefializacién
relacionadas con las acciones de la NT-3 sobre la plasticidad sinaptica funcional y estructural de las fibras musgosas, asi
como con la subsecuente aplicacion de HFS, capaz de generar LTP en la via que va del GD al area CA3. Para lo cual, se
realizaron microinfusiones de NT-3 en combinacion con inhibidores de la via de los fosfoinositidos (LY294002) y de la via
de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKs) (U0126). De manera similar a las fases anteriores se
realizaron registros electrofisioldgicos y andlisis histolégicos mediante la técnica de Timm. Los resultados mostraron que
los inhibidores para estas vias bloquean tanto los incrementos de la eficiencia sinaptica, como la reorganizacién
morfolégica de las fibras musgosas inducidos por NT-3. Asimismo, el efecto funcional y morfol6gico de la NT-3 sobre la
subsecuente induccién de plasticidad sinaptica fue bloqueado por los inhibidores de dichas vias de sefializacién. En
conjunto, los resultados derivados de este proyecto indican que la NT-3 tiene un papel importante como modulador de los
cambios plasticos de larga duracién que subyacen a la consolidacion sinaptica en las fibras musgosas hipocampales.
Finalmente los resultados indican que la NT-3 modifica la capacidad de las fibras musgosas para presentar subsecuente
plasticidad sinaptica, un mecanismo considerado esencial para mantener al sistema nervioso en un estado de
homeostasis, que le permite seguir adquiriendo y almacenando informacion.



ABSTRACT

It is widely accepted that learning and memory are dependent on changes in synaptic efficiency and morphology
that permit the strengthening of synapses. Neurotrophins, a family of structurally and functionally related proteins,
have recently emerged as major regulatory factors for synapse development and plasticity. Especially the
expression of the Neurotrophin 3 (NT-3) gene in the adult brain is highly confined to the dentate gyrus (DG). The
neuronal activity can modulate the expression of NT-3 and its receptor TrkC mRNA in the hippocampus, which
suggests that this neurotrophin may play a role in synaptic plasticity in the adult central nervous system (CNS). Our
previous studies show that the application of high-frequency stimulation (HFS) sufficient to elicit LTP at the dentate
gyrus DG-CAS3 pathway produces mossy fiber (MF) structural reorganization 7 days after tetanic stimulation. Here
we used intrahippocampal microinfusion of NT-3 to analyze its effects on synaptic efficacy and morphological
reorganization at the DG-CA3 pathway in vivo. Male Wistar rats, weighing 360—390 g were used in this study. To
evaluate the effects of NT-3 in MF’s synaptic efficacy and morphology, experiments were divided into three phases.
For phase 1, the animals were divided into the following treatment groups: the NT-3 group, which underwent
surgery, had electrodes implanted and received intrahippocampal microinfusion of NT-3 after 20 min of baseline
recording; vehicle group which, under the same conditions as the NT-3 group, received intrahippocampal
microinfusion of PBS and the NT-3+K252a group which, received intrahippocampal microinfusion of NT-3 in
combination with K252a, an inhibitor of Trk receptor tyrosine kinases. MF reorganization was evaluated 7 days after
the electrophysiological procedure using Timm’s staining, a zinc-detecting histological marker previously used to
infer synaptogenesis at the MF. The results show that intrahippocampal microinfusion of NT-3 induces a long-
lasting potentiation of synaptic efficacy in the DG-CAS3 projection of adult rats (in vivo). In addition, we observed that
NT-3 functional-mediated modifications in synaptic efficacy were accompanied by a presynaptic structural
reorganization at the hippocampal mossy fiber pathway. To clarify the degree to which exogenously applied NT-3
spread into the hippocampus around the recording electrode after the infusion, the hippocampus was stained
immunohistochemically with an anti-NT-3 antibody in animals treated in a similar manner as the NT-3 and vehicle
groups. Strong immunoreactivity was seen only around the NT-3 infusion site. It is considered that the capacity of
synapses to express plastic changes is itself subject to variation depending on previous experience; taking into
consideration the effects of NT-3 on MF synaptic communication and morphological reorganization. Thus, in the
phase 2 we used intrahippocampal microinfusion of NT-3 to analyze its effects on the long-term functional and
morphological synaptic reorganization induced by a subsequent MF-HFS, sufficient to elicit LTP in adult rats, in
vivo. The animals were divided into the following treatment groups: the HFS group, which underwent surgery, had
electrodes implanted and received HFS capable of inducing LTP; NT-3+HFS which, under the same conditions as
the HFS group, received HFS in the presence of NT-3; VEH+HFS group, which received HFS in the presence of
PBS and NT-3+K252+HFS group which, under the same conditions as the HFS group, received intrahippocampal
microinfusion of NT-3 in combination with K252a. Our results show that NT-3 blocks the ability of the MF pathway to
undergo a subsequent LTP by HFS, and modifies the structural reorganization pattern. The modifications in
synaptic efficacy and morphology elicited by NT-3 at the MF-CA3 pathway were blocked in the presence of a Trk
receptor inhibitor (K252a). Electron microscopy revealed the presence of MF buttons in the stratum oriens of the
CA3 area. In the phase 3, the aim was to explore the possible signaling pathways used by NT-3 to elicit synaptic
plasticity. Thus, we used intrahippocampal microinfusion of NT-3 accompanied by inhibitors of mitogen-activated
protein kinases (MAPK, inhibitor U0126) and phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3K, inhibitor LY294002), to analyze
the molecular mechanisms underlying NT-3 effects. Similarly to the previous phases, electrophysiological
recordings and histological analyses were performed. The results show that these inhibitors block the modifications
in synaptic efficacy, as well as the structural reorganization elicited by NT-3 at the MF-CA3 pathway. Furthermore,
our results show that the modifications elicited by NT-3 on the ability of MF to present the subsequent functional
and structural plasticity were also blocked by MAPK and PI3-K inhibitors. Taking together, these findings support
the idea that NT-3 plays an important role as a synaptic modulator of activity-dependent synaptic plasticity in the
MF-CA3 pathway. Furthermore, our results show that NT-3 microinfusion modifies the functional and morphological
synaptic plasticity induced by HFS at the mossy fiber synapse in vivo. These results are in agreement with the idea
that NT-3 actions modify the ability of mossy fibres to present subsequent plasticity, a homeostatic mechanism
thought to be essential for the synaptic integration among prolonged temporal domains in the adult mammalian
brain.
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1. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

4E-BP Proteina de unién a factores de elongacion

om Umbral de modificacion

AC Adenilato ciclasa

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

AMPA Receptor a glutamato tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico

AP Anteroposterior

ARNmM Acido ribonucléico mensajero

BDNF Factor neurotréfico derivado del cerebro

CaMKll Proteina cinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo Il

CAS Condicionamiento aversivo a los sabores

CON Control

CPSEm Corrientes postsinapticas excitadoras miniatura

CRE Elemento responisvo a adenosin monofosfato ciclico

CREB Proteina de union al elemento responsivo de adenosin monofosfato ciclico

DAB Diaminobenzidina

DAG Diacilglicerol

DCG-IV Agonista del receptor metabotropico a glutamato tipo Il, 2-(2,3-dicarboxi-
ciclopropil) glicina

DV Dorso-ventral

elF2B Factor 2B eucaridtico de iniciacion

elF4E Factor 4E eucaridtico de iniciacion

ERK Proteina cinasa regulada por una sefal extracelular

FM Fibras musgosas

GABA Acido y-aminobutirico

GD Giro dentado

GD-CA3 Via de sefializacion del giro dentado al CA3 hipocampal

GIn Glutamina

Grb-2 Proteina adaptora a los receptores de factores tréficos tipo 2

HDNF Factor neurotréfico derivado del hipocampo, otro nombre que recibio la
Neurotrofina-3 inicialmente

HFS Estimulacién de alta frecuencia

IP3 Inositol trifosfato

K252a Inhibidor de los receptores de tirosina cinasa a neurotrofinas



Leu
LTD
LTP
LY294002
MAPKs
MEK
mGIuR
ML
mTOR
NGF
NGF-2

NMDA
NR2A
NR2B
NT-3
NT-4/5
NT-6
NT-7
PBS
PI13-K
PKA
PKB
PKC
PKM(Z
PLCy
PPSE
Rab3A
SH

SL

SN
SNC
SO
SOS
SOSP
SP
Src

Leucina

Depresion de largo plazo

Potenciacion de largo plazo

Inhibidor de la protein-fosfatidil inositol 3 cinasa

Proteinas cinasas activadas por mitbgenos

Proteina cinasa regulada por mitdgenos y por sefiales extracelulares
Receptores metabotrdpicos a glutamato

Medial-lateral

Proteina blanco de rapamicina en mamiferos

Factor de crecimiento neuronal

Factor de crecimiento neuronal-2, otro nombre que recibio la
Neurotrofina-3 inicialmente

Receptor a glutamato N-metil-D-aspartato
Subunidad del receptor NMDA 2A
Subunidad del receptor NMDA 2B
Neurotrofina 3

Neurotrofina 4/5

Neurotrofina 6

Neurotrofina 7

Amortiguador de fosfatos

Fosfatidil inositol 3 cinasa

Proteina cinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico
Proteina cinasa B, denominada también Akt
Proteina cinasa dependiente de calcio

Proteina cinasa M ( (zeta), isoforma de la proteina cinasa dependiente de calcio

Fosfolipasa Cy

Potenciales postsinapticos excitatorios
Proteina rabfilina 3A

Proteina homologa a la oncoproteina Src
Estrato lucido

Sistema nervioso

Sistema nervioso central

Estrato oriens

Proteina liberadora de nucleétidos de guanina “son of the seventhless”
Estrato oriens y estrato piramidal

Estrato piramidal

Proteina celular homdloga a la proteina del virus Rous sarcoma



STDP

Thr
Trk
TrkA
TrkB
TrkC
Tyr
u0126

VEH
ZAs

Plasticidad dependiente de la sincronizacion de las espigas (Spike timing-

dependent plasticity)

Treonina

Receptor de tropomiosina cinasa
Receptor de tropomiosina cinasa tipo A
Receptor de tropomiosina cinasa tipo B
Receptor de tropomiosina cinasa tipo C
Tirosina

Inhibidor de las proteina cinasa regulada por mitégenos y por sefales
extracelulares 1/2

Vehiculo
Zonas activas
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2. INTRODUCCION

El tratar de dilucidar los mecanismos mediante los cuales el sistema nervioso central (SNC)
almacena informacion por periodos prolongados, ha representado un reto para las
neurociencias en los ultimos afios. Las modificaciones de la eficiencia sinaptica de larga
duracién y las modificaciones estructurales dependientes de la actividad, tienen especial
relevancia para el estudio de los fendmenos de aprendizaje y memoria, ademas de otros
comportamientos adaptativos, debido a que representan expresiones de plasticidad sinaptica
de larga duracion (Malenka y Bear, 2004).

Entre los hallazgos mas importantes en este sentido, se encuentran las investigaciones
recientes que involucran al grupo de proteinas denominadas neurotrofinas, en la plasticidad
sinaptica de larga duracion en el sistema nervioso adulto (Messaoudi et al., 2002; Je et al.,
2005; Lu et al., 2005). En el SNC las neurotrofinas se expresadan predominantemente en la
neocorteza y el hipocampo. Actualmente se sabe que sus niveles de secrecion son regulados
por la actividad sinaptica y que ejercen sus acciones en la eficiencia de la comunicacion de las
sinapsis tanto en las células presinapticas como en las postsinapticas (Lu et al., 2005; Kolarow
et al., 2007). La investigacion realizada durante las dos décadas pasadas ha revelado que las
neurotrofinas regulan casi todo los aspectos del desarrollo de circuitos neuronales y su
funcionamiento, incluyendo proliferacion y diferenciacion, crecimiento axonal y dendritico, asi

como la plasticidad sinaptica (Park y Poo, 2013).

3. ANTECEDENTES

El aprendizaje se refiere a la adquisicion de informacién obtenida del medio; mientras que la
memoria, se define como el almacenamiento de dicha informacién. El aprendizaje y la
memoria son dos procesos cognitivos que requieren de la adaptacion de los circuitos
neuronales, para que los individuos puedan dar una respuesta a su ambiente.

Diversos grupos de investigacion en el campo de las neurociencias se han interesado en
esclarecer los sustratos neuronales y mecanismos bioldgicos subyacentes al aprendizaje y la

memoria. De modo que las investigaciones en este campo han tratado de responder dénde se

11



almacena la informacion en el sistema nervioso (SN) y cudles son los mecanismos utilizados
para almacenar dicha informacion. Entre las estructuras relacionadas con el aprendizaje y la
memoria han destacado los I6bulos temporales, el cerebelo, la neocorteza y la formacion

hipocampal (Milner et al., 1998).

3.1. La formacion hipocampal

La formacion hipocampal incluye al giro dentado (GD), los campos de Ammon (CA), el
subiculum, el presubiculum, el parasubiculum y la corteza entorrinal (figura 1). Los resultados
de numerosas investigaciones han mostrado que la formacién hipocampal juega un papel
crucial en la memoria de tipo declarativo, especialmente de los tipos espacial, de trabajo y

relacional (Eichenbaum, 2004).

Hipocampo \«/

Figura 1. La formacion hipocampal. A la izquierda, se muestra el hipocampo debajo de la corteza temporal. A
la derecha, se observa un esquema de la formacién hipocampal, en el cual las neuronas de la capa Il de la
corteza entorrinal envian sus proyecciones hacia el GD y el area CA3 a través del patrén perforante. Las
neuronas de la capa Il proyectan al area CAl y al subiculum mediante el patrén perforante y las vias alveares.
Las células granulares del GD envian sus proyecciones al area CA3, las cuales proyectan al area CA1 mediante
las colaterales de Schaffer. Las células piramidales del area CA1 envian sus proyecciones hacia el subiculum y
tanto las células del subiculum como las del area CA1 envian proyecciones de regreso hacia la corteza entorrinal
(Modificado de Andersen et al., 2007).

El hipocampo propiamente dicho contiene tres subdivisiones: CA3, CA2 y CALl, asimismo
incluye al GD (Andersen et al., 2007). El hipocampo, es una corteza filogenéticamente antigua
gue se encuentra localizada en los hemisferios cerebrales bajo la neocorteza (figura 1)
(Fernandez-Espejo, 1996). Tanto los campos de Ammon como el giro dentado constituyen un

tejido neural que consta de tres estratos laminares, conocidos como arquicorteza. Estas

12



laminas son la polimérfica (estrato oriens), piramidal (estrato piramidal) y molecular (estrato
radiado y estrato lagunoso molecular) (Amaral y Dent, 1981) (figura 2 a).

El hipocampo recibe informacion sensorial multimodal altamente procesada de una gran
variedad de areas neocorticales. La organizacion de las conexiones nerviosas de esta
estructura se considera unimodal en comparacion con otras areas corticales, que consta de un
circuito basico llamado circuito trisinaptico (aunque se han descrito otras vias de conexion que
hacen mas complejo este modelo del hipocampo). La mayor parte de la informacion de la
neocorteza que se envia al hipocampo llega por medio de axones que se proyectan de las
capas mas superficiales de la corteza entorrinal y llegan principalmente al giro dentado
estableciendo la primera sinapsis.

La segunda sinapsis la establecen los axones de las células granulares del GD (fibras
musgosas) con las dendritas apicales de las células piramidales del area CA3. La tercera
sinapsis la forman los axones de las neuronas piramidales en el area CA3 que envian
proyecciones denominadas colaterales de Schaffer hacia el area CA1 (figura 2 b) (Represa et
al., 1993; Amaral y Dent, 1981; Fernandez-Espejo, 1996; Cavazos et al., 2003; Andersen et
al., 2007).

A

piramidales

T

CA3

i 3 ~ Fibras musgosas

" Células granulares

Figura 2. Diferentes estratos del hipocampo y circuito trisinaptico. A. Diagrama que muestra los estratos
hipocampales: 1. Estrato oriens; 2. Estrato piramidal; 3.Estrato radiado. 4. Estrato lagunoso-molecular
(Modificado de Ramén y Cajal, 1911). B. Diagrama del circuito trisindptico de la formacién hipocampal. 1: Primera
sinapsis (patrén perforante-células granulares del giro dentado); 2: Segunda sinapsis (fibras musgosas-dendritas
piramidales del CA3); 3: Tercera sinapsis (colaterales de Shaffer-dendritas piramidales del CA1). (Modificado de
Fernandez-Espejo, 1996).
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3.1.1 Las fibras musgosas

La participaciéon diferencial de subsistemas celulares dentro del hipocampo en los procesos
biolégicos del aprendizaje y la memoria, ha servido para adentrarse en la elucidacion de los
mecanismos a nivel celular de dichos procesos. Uno de los subsistemas del hipocampo que
ha sido explorado ampliamente en este sentido es el de las fibras musgosas. Este subsistema
es bastante accesible al estudio histologico, electrofisiolégico y bioquimico, debido
principalmente, al gran tamafio relativo de sus componentes y a su estructura laminar (Amaral
y Dent, 1981). Las fibras musgosas, constituyen un importante escaparate para el estudio de
fendmenos pléasticos, debido a su alta susceptibilidad de experimentar modificaciones de tipo
funcional y anatomico (Ben-Ari y Represa, 1990).

Las fibras musgosas estan conformadas por los axones no mielinizados de las células
granulares del giro dentado que hacen sinapsis tanto con las células hilares como con las
células piramidales del area CA3. Estas fibras viajan a través del area CA3 formando una
banda gruesa llamada estrato lucido haciendo sinapsis en passant con la parte proximal de las
dendritas apicales de las células piramidales del area CA3 (Henze et al., 2000). A su vez, las
células granulares del giro dentado reciben aferencias masivas desde la corteza entorrinal, la
cual llega a los dos tercios externos de sus dendritas y en su tercio interno reciben
proyecciones del hilus ipsi y contralateral.

Las terminales axodnicas de las fibras musgosas estan conformadas por botones
sinapticos gigantes (4-10um de didmetro y con un volumen aproximado de 50um®) con
multiples dobleces y varicosidades. Estos botones se encuentran invaginados por
excrecencias y espinas de las células piramidales, a los que tipicamente envuelven
completamente, formando grandes complejos sinapticos (Henze et al., 2000) (figura 3). Los
botones individuales tienen un promedio de 25 zonas activas (ZAs), el promedio de tamafio
de éstas es de 0.13um? (0.07-0.17 pm?) y la distancia media entre las ZAs es de 0.45 um. Un
boton puede contener alrededor de 20 400 vesiculas sinapticas, alrededor de 900 se localizan
muy cerca de las ZAs (a 60nm), alrededor de 4400 se localizan a una distancia de entre 60 y
200nmy el resto se encuentra mas alla de los 200nm (Rollenhagen et al., 2007).

Las fibras musgosas constituyen una proyeccion fundamentalmente excitadora, que

utiliza principalmente glutamato en la neurotransmision. Estas fibras son caracteristicas por su
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alto contenido en péptidos opioides (principalmente dinorfinas y encefalinas) que funcionan
como importantes moduladores en esta area (Derrick et al., 1991; Escobar et al., 1997). Otra
caracteristica particular de estas fibras, es el alto contenido de zinc en sus botones, el cual se
co-libera con el glutamato (Quinta-Ferreira y Matias, 2004; Frederickson et al., 2005). Esta
caracteristica facilita la tincién de estos botones con la técnica histoquimica de Timm, la cual
revela la presencia de metales pesados (Danscher, 1981). El zinc puede modular la plasticidad
sinaptica de esta via; por ejemplo tanto quelantes de zinc, como la ingesta de una dieta
cronica deficiente de este metal pueden inhibir la induccién de la potenciacion a largo plazo
(LTP) de esta via (Lu et al., 2000; Li et al., 2001). La entrada de zinc del espacio extracelular
hacia la neurona postsinaptica puede darse a través de los receptores AMPA (a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico) o kainato permeables a calcio y por los canales de calcio
dependientes de voltaje, los cuales tienen un papel importante en la LTP de estas fibras (Li et
al., 2001; Jia et al., 2002), el blanco postsinaptico para el zinc atn no se conoce, pero en un
estudio reportado por Huang y colaboradores se describié que el zinc puede activar a los
receptores de tirosina cinasa TrkB incrementando la actividad de la familia de cinasas Src por
un mecanismo independiente al de las neurotrofinas (Huang et al., 2008).

La proyeccion de las fibras musgosas posee caracteristicas especiales en su
comportamiento ante algunos tipos de estimulacién eléctrica, como la estimulacion de alta
frecuencia (HFS) que produce LTP. Se ha observado que el incremento de la eficiencia
sinaptica por la HFS en esta proyeccion, no es dependiente de los receptores a glutamato de
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (Malenka y Bear, 2004), atribuyéndose la potenciacion en
esta area a incrementos en las concentraciones de calcio intracelular, producidos
principalmente por medio de la activacion de los receptores a glutamato de tipo AMPA y
kainato, asi como de la activacion de canales de calcio dependientes de voltaje. Se ha descrito
gue la transmision de esta via puede ser deprimida a través de la activacion de varios tipos de
receptores presinapticos, como los receptores metabotropicos de glutamato del grupo 2, y
algunas especies del grupo 3, los receptores GABAA Yy algunos receptores a kainato, aunque
para estos ultimos existe discrepancia (Nicoll y Schmitz, 2005).

Numerosos experimentos han demostrado que la presencia o ausencia de estimulacion,
asi como la frecuencia de los patrones de estimulacion de las neuronas, tienen efectos

determinantes sobre la organizacidn de las sinapsis involucradas (Shatz, 1992; Bailey y
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Kandel, 1993; Lamprecht y Le Doux, 2004). Ejemplo de lo anterior, son los estudios realizados
en la proyeccion de las fibras musgosas, que hace sinapsis de manera primordial en la zona
proximal de las dendritas apicales de las células piramidales del &rea CA3 en el estrato lucido,
estas sinapsis se denominan suprapiramidales. Sin embargo se ha observado que tras
diferentes tipos de tratamiento, conductual (D6broéssy y Dunnett, 2001; Ramirez-Amaya et al.,
2001), electrofisiolégico (Adams et al., 1997; Escobar et al., 1997; Morimoto et al., 2004) y
bioguimico (Ben Ari y Represa, 1990; Adams et al., 1997; Schjetnan y Escobar, 2012), las
fibras musgosas se reorganizan estableciendo nuevas sinapsis en las zonas proximales de las
dendritas basales de las células piramidales del area CA3 en el estrato oriens; a estas nuevas
conexiones se les denomina infrapiramidales. Este tipo de sinapsis, ha sido detectada
generalmente utilizando la técnica histoquimica de Timm, pero estos hallazgos han sido
también corroborados utilizando otras técnicas como Golgi (Ben Ari y Represa, 1990),
trazadores de vias neurales (Franck et al., 1995) o microscopia electronica (Amaral y Dent,
1981; Franck et al., 1995; Ramirez-Amaya et al., 1999).

Fibras musgosas

Giro dentado

Estrato'.
.oriens .

Figura 3. Micrografia electrénica del complejo sinaptico de las fibras musgosas. La dendrita de la célula
piramidal postsinaptica del &rea CA3 (DEN), es envuelta por la terminal presinaptica de una fibra musgosa (MF).
La terminal presinaptica contiene numerosas vesiculas y algunas mitocondrias. La excrecencia de la terminal
postsinaptica (S) es penetrada por el boton de la fibra musgosa. Las flechas indican algunas vesiculas cercanas
al sitio de liberacion de neurotransmisor en uniones asimétricas localizadas entre el boton terminal y la espina
dendritica; las puntas de flecha indican las uniones simétricas entre las dendritas y el boton de la fibra musgosa
(modificado de Amaral y Dent, 1981).
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3.2. Potenciacién de largo plazo

La memoria, se refleja en la capacidad de las neuronas para modular las respuestas evocadas
por un estimulo y para reactivar una respuesta en ausencia del estimulo que la origin6
(Eichenbaum, 2004). Los mecanismos moleculares de la plasticidad sinaptica se han
relacionado con cambios en la eficacia sinaptica (definida como la capacidad de una entrada
presinaptica para influir en la respuesta postsinaptica; Lépez, 2002) que duran semanas,
meses 0 afos; estos cambios se han propuesto como explicaciones potenciales del
almacenamiento de informacion. Uno de los grandes avances para la comprension de los
mecanismos involucrados en el almacenamiento de informacion en el SNC es la potenciacion
a largo plazo (LTP, por las siglas en inglés). En 1973 Bliss y Le@mo encontraron que breves
trenes de estimulacion de alta frecuencia aplicados a las aferentes excitadoras del hipocampo
de conejos, causaban un incremento en la fortaleza de la transmision sinaptica que podia
durar dias e incluso semanas en animales intactos, a lo que le llamaron, potenciacion a largo
plazo. Actualmente, este fendmeno representa un importante escaparate para el estudio del
repertorio de cambios plasticos que expresan las células del sistema nervioso y por ello es uno
de los modelos experimentales mas utilizados para estudiar fendmenos relacionados con el
almacenamiento de informacion (Malenka y Bear, 2004).

En la actualidad se ha inducido la LTP tras diferentes tipos de estimulacién en varias
areas del SNC como el hipocampo y la neocorteza (Malenka y Bear, 2004). Asimismo, se han
observado modificaciones de la eficiencia sinaptica tras la infusiébn de neurotrofinas como el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Jiang et al., 2001; Paterson et al., 2001;
Messaoudi et al., 2002; Escobar et al., 2003; Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008) y la
neurotrofina 3 (NT-3) (Messaoudi et al., 1998; Arvanov et al., 2000) y agonistas del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) (Patterson et al., 2001). De igual manera se han observado
incrementos en la eficiencia sinaptica a través de diversas tareas de aprendizaje, como el
condicionamiento al miedo (McKerman et al., 1997; Rogan et al; 1997) y el aprendizaje motor
(Rioult-Pedotti et al., 2000). Es importante sefalar que en los ultimos afios el fenbmeno de la
LTP ha contribuido también a la comprension de los mecanismos celulares que subyacen a
conductas adictivas (Lovinger et al., 2003) asi como a desérdenes neuroldgicos como el dolor

cronico y la depresion ( Sandkuhler, 2007; Bliss y Cooke 2011).
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3.2.1. Incrementos en la eficiencia sinaptica dependientes del aprendizaje

Actualmente, existen numerosas evidencias que muestran la estrecha relacion existente entre
los procesos de aprendizaje y memoria y el fendmeno de la LTP. Algunos ejemplos son los
estudios realizados por dos grupos independientes, no en el area del hipocampo sino en la
amigdala (McKernan y Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan et al., 1997). Los resultados de estos
trabajos sugieren que el condicionamiento al miedo, causa un incremento de largo plazo en la
eficiencia sinaptica en la via que transmite informacion auditiva del ndcleo geniculado medial
del tdlamo, a la amigdala lateral. Rogan y cols. (1997) demostraron in vivo que el
condicionamiento al miedo produce incrementos en la pendiente y en la amplitud de los
potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE’s) en la amigdala lateral de ratas adultas,
similares a los vistos después de inducir LTP in vivo. Por otra parte McKernan y Shinnick-
Gallagher (1997) demostraron que 24 hr después del entrenamiento en una tarea de
condicionamiento al miedo, se producia una facilitacion presinaptica en la amigdala lateral en
preparaciones in vitro. En este mismo orden de ideas, en 1998 Rioult-Pedotti y cols.
demostraron que la corteza motora primaria de ratas adultas presenta un cambio en la
eficiencia sinaptica debido al aprendizaje de una habilidad motora (motor skill learning).
Especificamente observaron un incremento en la amplitud de los PPSEs en la corteza motora
primaria del hemisferio entrenado con respecto a la corteza motora primaria del hemisferio
contralateral, considerado como control (Rioult-Pedotti et al., 1998). De manera similar, Monfis
y Teskey en el 2004, reportaron un incremento de la eficiencia sinaptica inducido en la corteza
somatosensorial por una tarea de aprendizaje dependiente de ésta corteza. Concordante con
lo anterior, un estudio reciente demostré el incremento de la eficacia sinaptica en el area CA1l
hipocampal de ratas adultas in vivo, después del entrenamiento en una tarea dependiente de
la actividad hipocampal (denominada prevencion pasiva) (Whitlock et al., 2006). Esta serie de
evidencias muestra que los cambios en la eficiencia sinaptica dependientes del entrenamiento
en tareas conductuales se ven representados en las areas del SN de las que depende cada

tarea.
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3.2.2. Mecanismos moleculares de la LTP

Los mecanismos moleculares que subyacen al establecimiento y mantenimiento de la LTP han
sido ampliamente estudiados en las vias hipocampales, particularmente en la via de las
colaterales de Schaffer que establece sinapsis con las neuronas piramidales en el area CAL.
La LTP en este patron de comunicacion se ha relacionado con la activacion de los receptores
NMDA. La estimulacién de alta frecuencia a la neurona presinaptica, permite la liberacion de
glutamato al espacio extracelular y, éste neurotransmisor, activa a los receptores AMPA en la
célula postsinaptica, dando lugar a la entrada de sodio al interior de la célula. La
despolarizacion de la membrana postsindptica permite el desbloqueo de magnesio de los
receptores NMDA y su consecuente activacion. Esto otorga a los receptores NMDA la
propiedad de funcionar como detectores asociativos, ya que se activan solo cuando coinciden
la actividad de la célula presinaptica y la despolarizacion de la membrana en la célula
postsinaptica (Malenka y Bear, 2004).

El incremento en las concentraciones de calcio desencadenado por la induccion de LTP
conlleva a la activacion de la proteina citosolica llamada calmodulina, que funciona como una
sefal al activar distintas vias de traduccion en el interior de la célula, haciendo posible el
mantenimiento del incremento en la eficiencia sinaptica por tiempos prolongados (Malenka y
Bear, 2004). Se ha observado que un mecanismo importante en la generacion de la LTP, es la
activacion de varias proteinas cinasas (las cuales se caracterizan por transferir un grupo
fosfato a sus substratos). Entre estas cinasas destaca la actividad de la calcio calmodulina
cinasa Il (CaMK-Il), la cual fosforila a los receptores AMPA y NMDA (Sanhueza y Lisman,
2013). Destaca asimismo la actividad de las tirosinas cinasas (Trk). Tanto la CaMK-1l como las
Trk, se han mostrado involucradas en la produccion y activacion de mensajeros retrogrados,
los cuales permiten la liberacion de mas neurotransmisor de la presinapsis (figura 4) (Malenka
y Bear, 2004).

Entre los mecanismos que participan en el mantenimiento de la LTP por periodos
prolongados se encuentran la sintesis de proteinas asi como, las modificaciones estructurales
gue dan origen a nuevos contactos sinapticos (figura 6) (Lamprecht y Le Doux, 2004). La

sintesis de proteinas se lleva a cabo por medio de la activacién de la PKA. La unidad catalitica
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de esta proteina se transloca al nucleo y una vez en el interior activa al factor de transcripcién
CREB (proteina de unién al elemento responsivo al AMPc), que regula la transcripcion de
genes. La LTP tardia se expresa debido a la producciéon de proteinas de adhesion celular, asi
como a la polimerizacién de actina; ambos eventos son necesarios para que ocurran tanto las

modificaciones estructurales neruonales, como la formacién de nuevos contactos sinapticos

(Kelleher et al., 2004).
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Figura 4. Mecanismos moleculares que subyacen a la LTP dependiente de los receptores NMDA. Se
distinguen dos fases: la fase de corto plazo o fase temprana de la LTP, que requiere de la activacién de proteinas
existentes que favorecen la comunicacion sinaptica haciéndola mas eficiente y la fase tardia de la LTP en la cual,
los elementos fundamentales son la sintesis proteica y la formacion de nuevos contactos sinapticos. AMPA:
receptor a glutamato acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico; NMDA: receptor a glutamato N-metil-
D-aspartato; CaM: proteina calcio calmodulina; PKC: proteina cinasa dependiente de calcio; CaMKII: proteina
calcio calmodulina cinasa Il; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; PKA: proteina cinasa dependiente de AMP
ciclico;, CaMKV: proteina calcio calmodulina cinasa IV; MAPKSs: proteinas cinasas activadas por mitdgenos;
PKMC: proteina cinasa M{ CREB: factor de transcripcion (proteina de union al elemento responsivo de AMP
ciclico); CRE: elementos responsivos al AMP ciclico; P: forma fosforilada de la proteina (Modificado de Huang et
al., 1996

La importancia de los factores neurotroficos en la LTP se ha mostrado en estudios

recientes. Por ejemplo, se ha observado que la expresion de los genes que codifican para los
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factores de crecimiento BDNF, NGF y NT-3 aumenta tras la induccién de la LTP (Bramham et
al. 1996; Morimoto et al. 1998). El aumento de la transcripcion de genes que codifican para
factores de crecimiento, asi como de moléculas de adhesion celular podrian constituir la
conexion entre el incremento en la eficacia sinaptica y las modificaciones estructurales de los
sitios singpticos que se han observado tras la induccion de LTP (De Roo et al., 2008). Otra
molécula con injerencia en el mantenimiento de la plasticidad sindptica por tiempos
prolongados es la PKM(, una isoforma de la proteina cinasa C (PKC). Pastalkova y cols.
(2006), descubrieron que tras inhibir a la PKME, la LTP mantenida por varias horas se
bloqueaba, aunado a la pérdida total de la memoria espacial que ya habia sido establecida
previamente. Sin embargo, aunque existen varias evidencias que describen el papel de papel
de ésta proteina en el mantenimiento de la LTP y la memoria (Hrabetova y Sacktor, 1996; Yao
et al., 2008; Sacktor, 2012), también existen evidencias que muestran que el papel de PKM{
como una base molecular del mantenimiento de los proceso plasticos no es totalmente
convincente (Wu-Zhang et al., 2012; Sanhueza y Lisman, 2013; Volk et al., 2013).

3.2.3. Mecanismos moleculares de la LTP en las fibras musgosas

Los eventos moleculares que subyacen a la LTP en la via que va del GD al area CA3 no han
sido clarificados por completo. Sin embargo, en los ultimos afios ha habido importantes
avances en la descripcion de éstos (Henze et al., 2000; Malenka y Bear, 2004; Nicoll y
Schmitz, 2005). Se ha observado que el incremento en la probabilidad de liberacion del
neurotransmisor glutamato, es esencial para la induccion de LTP en esta via de comunicacion.
Para que el incremento en la liberacién de neurotransmisor se lleve a cabo, deben ocurrir
mecanismos que incluyen la entrada de calcio por canales de calcio dependientes de voltaje,
dando lugar a la activacion de la adenilato ciclasa (AC) que produce AMPc, el cual permite la
activacion de la proteina cinasa A (PKA). Se ha observado que en la LTP en esta via de
comunicacion, la activacion de la PKA juega un papel esencial modulando la maquinaria de
liberacion presinaptica, permitiendo la union de la proteina RIM1la en la zona activa a la
proteina vesicular Rab3A (figura 5) (Nicoll y Schmitz, 2005). La LTP de esta via, también
puede depender de la activacién de los receptores metabotrépicos mGlu5, de proteinas G
como Src y de la liberacién postsinaptica de calcio intracelular (Thomson et al., 2005). Por otra
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parte, en 2008, dos estudios independientes mostraron que la plasticidad de la via de las
fiboras musgosas descrita ampliamente como presinaptica, presenta una nueva forma de LTP
postsinaptica inducida y mediada por las corrientes de los receptores NMDA
preponderantemente, los cuales se ubican en los sitios pre y post sinapticos de esta sinapsis
(Berg et al, 2013); esta forma de LTP fue observada tras distintas frecuencias de
estimulacion, 24 estimulos de 25Hz (Kwon y Castillo, 2008) 6 6 trenes de 6 estimulos de 50Hz
(Rebola et al., 2008).

Se ha observado que la estimulacion de alta frecuencia producida por 3 trenes de
100Hz/1s (estimulacion utilizada en el presente estudio), produce incrementos en las
concentraciones de calcio intracelular en la postsinapsis (Henze et al., 2000). Esta elevacion
en las concentraciones de calcio puede producirse por tres fuentes distintas. La primera, por la
activacion de los receptores a glutamato tipo AMPA y kainato que permiten la entrada de iones
de calcio; la segunda, por la liberacion de calcio de los reservorios intracelulares, a traves de
la activacion de los receptores metabotropicos de glutamato y; la tercera, por medio de la
activacion de canales de calcio dependientes de voltaje localizados en la postsinapsis (figura
5) (Henze et al., 2000).

Dentro de los mecanismos postsinapticos que inducen la LTP, se ha reportado que los
incrementos en las concentraciones de calcio intracelular, se producen principalmente por la
activacion de los receptores a glutamato de tipo AMPA y kainato, asi como por la activacion de
canales de calcio dependientes de voltaje. El zinc puede modular la plasticidad sinaptica de
esta via; por ejemplo, quelantes de zinc, asi como una dieta cronica deficiente de este metal
pueden inhibir la induccién de la LTP. La entrada de zinc del espacio extracelular hacia la
neurona postsinaptica puede darse a travées de los receptores AMPA o kainato permeables a
calcio y por los canales de calcio dependientes de voltaje (Lu et al., 2000; Li et al., 2001) y
generar LTP en esta via (Pan et al., 2011). El blanco postsinaptico ain no se conoce, pero
como anteriormente se menciono el zinc puede activar a los receptores de tirosina cinasa TrkB
incrementando la actividad de la familia de cinasas Src por un mecanismo independiente al de

las neurotrofinas (Huang et al., 2008).
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Figura 5. Mecanismos moleculares que subyacen a la LTP en la via que va del giro dentado al area CA3. Entre los
mecanismos descritos para la LTP de la via GD-CAS, destacan la participacion de la entrada de calcio a través de sus canales
dependientes de voltaje (CCDV) en la presinapsis, lo que permite el incremento en la probabilidad de liberacion de glutamato
por medio de la activacién de la adenilato ciclasa que produce AMPc, el cual activa a PKA. Esta proteina modula la
magquinaria de liberacién presinaptica, permitiendo la unién de la proteina de la membrana reguladora de la exocitosis (RIM1o)
en la zona activa, a la proteina vesicular rabfilina (Rab3A). En la postsinapsis, el incremento de calcio se da a través de los
CCDV, de los receptores a kainato y de la liberacion de calcio intracelular activada mediante la modulaciéon de los receptores
metabotrépicos a glutamato mGIuR. AMPA: receptor a glutamato acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico; CaM:
proteina calcio calmodulina; PLCy: fosfolipasa C y; PKC: proteina cinasa dependiente de calcio; CaMKII: proteina calcio
calmodulina cinasa Il; PKA: proteina cinasa dependiente de AMP ciclico; CREB: factor de transcripcion (proteina de union al
elemento responsivo de AMP ciclico); CRE: elementos responsivos al AMP ciclico; P: forma fosforilada de la proteina
(Modificado de Henze et al., 2000 y de Nicoll y Schmitz, 2005).

3.3. Plasticidad sinaptica estructural

La plasticidad sinaptica ha sido definida como los cambios en las propiedades funcionales de
la sinapsis como resultado de su uso. En este sentido, en 1896, Santiago Ramén y Cajal
(citado por DeFelipe, 2006), propuso que la informacion se almacena en nuestro cerebro por
medio de cambios en la fortaleza de la transmisidn sinaptica dependientes de la actividad, que
pueden traducirse en modificaciones morfoldgicas del sistema. Actualmente, sabemos que los
cambios de largo plazo en la eficiencia sinaptica tales como la LTP resultan en modificaciones

morfoldgicas de la sinapsis incluso en etapas adultas (figura 6).
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Hasta el momento se han observado modificaciones estructurales que van desde un
aumento en las densidades postsinapticas, engrosamiento de las espinas dendriticas, hasta la
generacion de nuevas espinas y elongacion de prolongaciones axdnicas como consecuencia
de la actividad relacionada con el aprendizaje y la memoria (Lamprecht y LeDoux, 2004).
Muestra de ello son las investigaciones en las que a través de la utilizacion de microscopia
confocal multifoténica se ha revelado la presencia de nuevas espinas en las dendritas de las
neuronas del area CALl hipocampal tras la induccion de LTP. Estas investigaciones revelan
también que el crecimiento de estas espinas es dependiente de la actividad de los receptores
NMDA (Engert y Bonhoeffer, 1999; Maletic-Savatic et al., 1999).
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Figura 6. Mecanismos moleculares involucrados en la iniciaciobn y mantenimiento de la plasticidad
sinaptica. a) La liberacién de glutamato dependiente de la actividad en la presinapsis lleva a la activacion de los
receptores AMPA y la subsecuente despolarizacion de la membrana postsinaptica. b) La depolarizacion de la
neurona postsinaptica provoca que el ion de magnesio que bloqueaba al receptor NMDA se libere y entre calcio a
través de éste receptor. La depolarizacion también activa a los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV),
gue son otra fuente para la entrada de calcio. c) El calcio activa a proteinas que a su vez activaran a proteinas
cinasas, las que modulan la actividad de sus substratos, los cuales contribuyen a cambios locales en las sinapsis,
asi como en la alteracion morfolégica que se da mediante la regulacion del citoesqueleto o inducen la
transcripcion de ARNm, ya que dichos substratos pueden activar a factores de transcripcién. d) El ARNm es
traducido en proteinas que contribuyen en la estabilizacion de los cambios sinapticos (Modificado de Lamprecht
y LeDoux, 2004).

Las modificaciones estructurales presinapticas han sido menos descritas. Las conexiones
gue establecen las fibras musgosas han permitido el estudio de este tipo de modificaciones, ya

gue dichas fibras tienen caracteristicas especiales que las hacen utiles para la evaluacion de
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la plasticidad estructural en el sistema nervioso central (SNC) y su relacién con los procesos
de aprendizaje y memoria por tres razones fundamentales:

1) La anatomia laminar del hipocampo (descrita anteriormente), lo cual permite que
cualquier subregion pueda ser marcada de forma aislada y sea facilmente observable dado el
ordenamiento delimitado que existe entre las diferentes subregiones o grupos celulares
(Fernandez-Espejo, 1996).

2) Los botones sinapticos terminales de las FM son grandes y numerosos, facilmente
visibles con la utilizaciébn de la técnica argéntica de Timm, que aprovecha las grandes
cantidades de zinc que contienen. Ademas, se les identifica facilmente al microscopio
electronico asi como con técnicas de trazado fluorescente (Represa et al., 1994).

3) La susceptibilidad que tienen las FM frente a los cambios en la actividad a la que son
sometidas en diversas preparaciones experimentales (Represa et al., 1994; Escobar et al.
1997; Ramirez-Amaya et al., 1999). Las fibras musgosas forman conexiones de manera
primordial en la zona proximal de las dendritas de las células piramidales del area CA3 en el
estrato Iucido, a las que se les denomina conexiones suprapiramidales. Sin embargo se ha
observado que tras la induccion de la actividad epiléptica (Represa et al., 1994), el
sobreentrenamiento de tareas espaciales (Ramirez-Amaya et al., 1999; Ramirez-Amaya et al.,
2001; Holahan et al., 2006; Rekart et al., 2007) y tras la estimulacion eléctrica capaz de inducir
LTP (Adams et al., 1997; Escobar et al., 1997), las fibras musgosas establecen sinapsis en las
dendritas basales de las células piramidales del area CA3 en el estrato oriens, a las que se les
denomina conexiones infrapiramidales (Figura 7).

Por estas razones, se han estudiado intensamente las condiciones en las que las fibras
musgosas cambian sus patrones sinapticos con el propésito de elucidar los mecanismos
desde el nivel celular hasta el anatomico, que son utlizados para la modificacion de la
conformacion sinaptica. Este tipo de investigaciones tienen el objetivo final de lograr describir
adecuadamente cémo el SN almacena informacion por medio de la modificacion de sus
conexiones, no solamente de tipo espacial y localizada en el hipocampo, sino cualquier clase

de informacién en cualquier parte del cerebro.
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Figura 7. Posible ruta que siguen los axones que dan origen a los botones de las fibras musgosas en el
estrato oriens del hipocampo. Axén superior: area correspondiente a las conexiones en el estrato IGcido. Axon
inferior: area correspondiente a conexiones que se forman en el estrato oriens del area CA3 (Modificado de Ben-
Ariy Represa, 1990).

3.4. Plasticidad homeostatica

Conforme nuestro sistema nervioso se va desarrollando, numerosas experiencias van
modificando sus conexiones a lo largo de nuestra vida. Es por ello congruente pensar que
estas modificaciones plasticas necesiten de un mecanismo regulador que les permita
mantenerse en un estado ideal (manteniendo una homeostasis) para poder seguir
almacenando informacion. En este contexto, investigaciones recientes han reportado que las
neuronas inician una serie de mecanismos homeostaticos con el fin de mantener los niveles
de eficiencia sinaptica en un rango determinado, resistiéndose de este modo a modificaciones
abruptas que pueden causar dafio o muerte neuronal; por tanto, a este tipo de cambios en las
propiedades nerviosas se les ha dado el nombre de plasticidad homeostatica (Nelson y
Turrigiano, 2008). Este tipo de modificaciones se presenta de distintas formas dependiendo
del tipo de plasticidad sindptica inducida y la via que sea sujeto de estudio. Dos de los
mecanismos principales de la plasticidad homeostatica son la metaplasticidad y el

escalamiento sinaptico.
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3.4.1. La metaplasticidad y el escalamiento sinaptico

Hoy en dia existen evidencias que muestran que la historia de la actividad de una neurona o
via de conexion puede modificar la manera en que ésta presenta subsecuente plasticidad
singptica (Abraham, 2008). En este sentido, se han observado cambios subsecuentes al
inducir LTP en una misma via; estos cambios incluyen una inhibicion de la LTP y una
facilitacion de la depresién de largo plazo (LTD) (Malenka, 1991; Huang et al., 1992). A este
fendmeno se le conoce como metaplasticidad y se define como el cambio en la habilidad para

inducir subsecuente plasticidad sinaptica en una via. Este tipo de modificaciones se presentan
incluso cuando la actividad previa no fue suficiente para producir modificaciones observables
en la eficiencia sinaptica (figura 8a).

En 1982 Bienestock, Cooper y Munro propusieron la existencia de un umbral de
activacion postsinaptica, es decir, una via es potenciada cuando la activacion postsinaptica
excede un valor critico llamado umbral de modificacion o 6m, mientras que una via es
depotenciada cuando la activacidn postsingptica es mayor que cero pero menor que el
valor om (figura 8b); a esta teoria también se le denominé BCM (por las iniciales de los
autores). Es importante sefialar que este umbral no es fijo (Bienenstock et al.,, 1982). La
frecuencia de estimulacion, es directamente proporcional a la activacion de la postsinapsis,
esto es, que a frecuencias mas altas se da una mayor activacion de la postsinapsis, mientras
gue ha frecuencias mas bajas la activacion es menor, por lo cual el nivel de potenciacion o
depotenciacién depende de la frecuencia de estimulacion (Bear, 1996). Esta relacion se
explica mediante el hecho de que la cantidad de calcio que ingresa a la neurona es
dependiente de la frecuencia mediante la cual se le estimula (Jedlicka, 2002; Bear, 2003). De
hecho se ha reportado que cuando se aplica estimulacion eléctrica que induce LTP, pero se
inhibe parcialmente la entrada de calcio a la célula, se presenta LTD en lugar de LTP (Taniike
et al., 2008). La modificacion del umbral es temporal y se considera un mecanismo
homeostatico que protege a las neuronas por ejemplo, de estimulos de muy alta intensidad o
frecuencias que pudieran provocar excitotoxicidad (Bear, 2003). Durante las tres décadas
posteriores al origen de la teoria BCM, numerosas investigaciones se han dirigido a dilucidar

algunas propiedades fundamentales de la plasticidad sinaptica y han generado una
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comprensién mas clara de la relacion entre la estructura matematica de la teoria y los
mecanismos moleculares que subyacen al aprendizaje y a la memoria (Cooper y Bear, 2012).

El hecho de que existan cambios metaplasticos durante tareas de aprendizaje sugiere
gue éstos cambios no solo tienen un papel neuroprotector, sino modulador del
almacenamiento de informacion. Ejemplo de esto son los estudios realizados por Rioult-
Pedotti y cols. (2000), quienes entrenaron a un grupo de ratas en el aprendizaje de una tarea
motora que consiste en extraer comida de un pequefio agujero con una pata. Posteriormente,
se indujo LTP en el hemisferio entrenado y se observé que dicha tarea reducia la magnitud de
la LTP y aumentaba la magnitud de la LTD, en comparacién con el hemisferio contralateral el
cual se utiliz6 como control. Este estudio muestra que la conducta produce cambios en las
propiedades neuronales que modifican el umbral para la induccién de subsecuente plasticidad
sinaptica (Rioult-Pedotti et al., 2000). Los cambios metaplasticos inducidos por la conducta
también se han encontrado en la corteza piriforme debido a tareas de discriminacion olfativa
(Quinlan et al., 2004), asi como en la corteza visual en respuesta a la estimulacién visual
(Philpot et al., 2007) y en la amigdala lateral debido al condicionamiento al miedo (Schroeder y
Shinnick-Gallagher, 2005).

En seres humanos se han realizado investigaciones que relacionan al aprendizaje con los
cambios en la excitabilidad de las neuronas. En una tarea de aprendizaje se entrend a un
grupo de sujetos a incrementar la velocidad en el movimiento de su dedo pulgar, este
aprendizaje estad asociado con un cambio rapido en la excitabilidad de la corteza motora
primaria y es inhibido por la previa estimulacion magnética transcraneal en esta zona de la
corteza, similar a lo encontrado por Rioult-Pedotti et al., 2000 (Muellbacher et al., 2001).
Estudios realizados en la via de la amigdala basolateral a la corteza insular muestran que tras
la induccion de LTP en la corteza insular, hay un incremento en la retencion del
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) (Escobar et al., 1998).

Recientemente, se han comenzado a estudiar los mecanismos moleculares relacionados
con estos tipos de plasticidad y se ha encontrado que existen varios mecanismos encargados
de comandar una regulacion en las células excitadas. Por un lado, la modulacion de la
actividad de proteinas cinasas y fosfatasas puede modificar el umbral para la induccién de
plasticidad sinaptica. Por ejemplo, la entrada de calcio provoca la autofosforilacién de la

CaMKIl, lo cual, limita la actividad de la proteina, evitando que realice acciones que se
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encuentran relacionadas con la induccion de la LTP (Jedlicka, 2002; Bear, 2003; Zhang et al.,
2005). Por otro lado, la calcineurina, una proteina fosfatasa relacionada con la induccién de la
LTD, se activa durante la metaplasticidad, promoviendo cambios que favorecen a la induccion
de la LTD y desfavorecen la induccion de la LTP, entre los que se encuentra la regulacién
negativa de la PKA (Mansuy, 2003).

Se han reportado investigaciones en donde la privacion de estimulos visuales incrementa
la posibilidad de inducir LTP en la corteza visual primaria que estd acompafiado de un
aumento en la expresion de las subunidades NR2B de los receptores NMDA, mientras que la
estimulacion visual aumenta la capacidad de inducir LTD por medio de la expresion de las
subunidades NR2A en esta via (Yashiro y Philpot, 2008) (figura 8c). Esto puede deberse a que
la subunidad NR2A tiene una cinética mas rapida; es decir, en periodos de tiempo iguales, los
canales NMDA que contienen la subunidad NR2A se abren y se cierran un mayor namero de
veces que cuando estos canales contienen la subunidad NR2B (Erreger et al., 2005). Este
efecto produce que los receptores NMDA que contienen subunidades NR2A, presenten una
mayor resolucion (es decir, respondan mas efectivamente) ante los estimulos de alta
frecuencia, como los que inducen LTP, mientras que los que contienen la subunidad NR2B
tendran una mayor resolucién ante estimulos de baja frecuencia, como los que inducen LTD
(Quinlan et al., 2004; Pérez-Otafio y Ehlers, 2005). Se ha reportado que la activacion de
receptores mGIuR puede reducir la hiperpolarizacion de la membrana después del potencial
de accion, modificando la posibilidad de inducir LTP (Cohen et al., 1999).

Otro mecanismo desarrollado por el SN para preservar su homeostasis es el

escalamiento sinaptico, el cual mantiene en un nivel estable la excitabilidad neuronal mediante

un incremento progresivo de la eficiencia sinaptica como respuesta a la inhibicién prolongada
de actividad y un decremento progresivo de la eficiencia singptica como respuesta a la
excitacion neuronal cronica.

En 1998, Turrigiano y colaboradores reportaron que el bloqueo durante 48hrs de los
receptores al acido y-aminobutirico (GABA) producia una disminuciéon de las corrientes
postsinapticas excitadoras miniatura (CPSEm), compensando el aumento de actividad. De
manera similar, cuando se presenta una inhibicion cronica de los canales de sodio con
tetradotoxina, se genera un incremento de las CPSEm, compensando la disminuciéon de

actividad (figura 9) (Turrigiano et al., 1998; Turrigiano y Nelson, 2004).

29



Control

o
d

-
4]
o

150

50 T T T T T 7 T

% de la pendiente de los PPSE
o
(=]

Tiempo (min)

c)

PRIVACION EXPERIENCIA

T
s
)Il s

T svcn I T rercza

Cambio en la eficiencia sinaptica g

)|( NR2A ,l NR2B

Figura 8. Metaplasticidad. a) La estimulacion eléctrica (5 pulsos de 10Hz que no generan LTP; marcado con
flechas pequefias) previa a una estimulacion de alta frecuencia (flecha grande) modifica la posibilidad de inducir
una subsiguiente potenciacion (panel inferior) presente en los animales control (panel superior) (Modificado de
Huang, Colino et al. 1992); b) Modelo teérico de metaplasticidad en donde se modifica el umbral 6m en respuesta
a la actividad; c¢) Modelo de los mecanismos de la metaplasticidad en la corteza visual primaria, en donde la
privacion de estimulos visuales incrementa la posibilidad de inducir LTP por medio de un aumento en la
expresion de las subunidades NR2B de los receptores NMDA, mientras que la estimulacion visual (experiencia)
aumenta la capacidad de inducir LTD por medio de la expresién de las subunidades NR2A en esta via
(Modificado de Philpot et al., 2007).

Respuesta postsinaptica

El escalamiento sinaptico se ha observado en cultivos neocorticales, hipocampales, de
médula espinal y en el ndcleo accumbens, asi como en preparaciones in vivo (Abbott y
Nelson, 2000) y muestra que las células de SN tienen la capacidad de integrar los estimulos
recibidos para ajustar la eficiencia sinaptica a través de la modulacién del paso de corriente a
través de los canales i6nicos (Turrigiano y Nelson, 2000).

El estudio de los mecanismos de plasticidad homeostéatica permite comprender cémo el
SN modula su estabilidad ante el gran niumero de estimulos que procesa continuamente y
sobre todo nos acerca a entender como se modula la informacion adquirida para preservar los

trazos mnémicos.
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Figura 9. Escalamiento sindptico. El bloqueo crénico de la actividad producido por la aplicacién de
tetradotoxina (TTX) incrementa progresivamente las corrientes postsinapticas excitadoras miniatura (CPSEm) y el
incremento prolongado de la actividad producido por la aplicacion de bicuculina disminuye progresivamente las
corrientes postsinapticas excitadoras miniatura (CPSEm) (Modificado de Turrigiano y Nelson, 2004).

3.5. Las neurotrofinas

La diversidad celular en el SN se origina a partir de la accién concertada de los procesos de
proliferacion celular, diferenciacion, crecimiento, migracion, supervivencia y formacion de
sinapsis. Entre los mensajeros involucrados en la comunicacién neuronal que dan origen a
estos procesos se encuentran los factores neurotroficos, que son proteinas que controlan la
supervivencia, el crecimiento y las capacidades funcionales de poblaciones especificas de
neuronas (Escobar, 1994; GoOmez-Palacio-Schjethan y Escobar, 2007). Los factores
neurotréficos o neurotrofinas constituyen una familia conformada por el factor de crecimiento
neuronal (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina-3 (NT3), la
neurotrofina-4/5 (NT-4/5), la neurotrofina-6 (NT-6) y la neurotrofina-7 (NT-7), las dos ultimas
identificadas recientemente (Nilsson et al., 1998; G6tz et al., 2002).

Inicialmente, las neurotrofinas son sintetizadas como proteinas precursoras
(proneurotrofinas) de forma similar a los neuropéptidos y posteriormente se procesan por
diversas enzimas que producen a la proteina madura una vez que han sido liberadas al medio
extracelular (Lessmann et al., 2003). Cada una de estas proteinas en su forma madura forma
un complejo con una proteina gemela (dimero), permitiendo la activacion de sus receptores
especificos (Chao, 2003). Se ha descrito que existe liberacion postsinaptica de neurotrofinas

como NT-3 y BDNF, la cual es modulada por la CaMKII (Kolarow et al., 2007).
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Las neurotrofinas actian por medio de dos tipos de receptores, los de tirosina cinasa
denominados Trk (de alta afinidad con las neurotrofinas maduras) y los p75 (de baja afinidad a
las proteinas maduras, pero alta a las inmaduras o precursoras). Las proneurotrofinas actian
como sefializadores moleculares a través de su interaccion con el receptor p75, ejerciendo
efectos bioldgicos opuestos a los evocados por las neurotrofinas maduras. De esta manera, la
segmentacion proteolitica de las proneurotrofinas representa un mecanismo de control que
direcciona las acciones de las neurotrofinas (Lu et al., 2005). Los diferentes tipos de
receptores Trk identificados hasta el momento, son activados principalmente por uno o varios
miembros de esta familia de proteinas. Asi, el TrkA actia como receptor del NGF, el TrkB
principalmente para el BDNF y la NT-4/5, y el TrkC para la NT-3 (Chao, 2003).

Existen isoformas de los receptores Trk denominados receptores truncados, que carecen
de los residuos de tirosina cinasa. Los receptores truncados son capaces de unirse con sus
correspondientes ligandos e incluso se internalizan, pero son incapaces de iniciar los eventos
de fosforilacion requeridos para la transduccion de sefales. De esta manera la distribucion y
concentracion membranal de los receptores truncados podria potencialmente modular la
actividad de las neurotrofinas restringiendo la disponibilidad de estos factores para interactuar
con los receptores completos (Rose et al., 2003).

Una caracteristica interesante de las acciones de las neurotrofinas, radica en su
capacidad para autorregular su produccion asi como la de otras proteinas miembros de esta
familia. Un ejemplo en este sentido lo constituye el estudio realizado por Patz y Wahle, 2004,
en el que se observo que la administracion de BDNF origina incrementos en la expresion de
BDNF, NGF y NT-3, en tanto que disminuye la expresion de NT-4, en cultivos de neuronas
corticales (Patz y Wahle, 2004).

Una vez que las neurotrofinas se ligan a su receptor Trk pueden activar tres cascadas
metabdlicas que incluyen la via de MAPKs (proteinas cinasas activadas por mitdgenos), la via
de los fosfoinisitidos (PI3K-Akt) y la via de la PLCy; estas vias de sefializacion tienen como
punto final la activacion de sintesis proteica y las consecuentes modificaciones en la
comunicacion y la morfologia de las sinapsis (figura 10) (Patapoutian y Reichardt 2001;
Bergado et al., 2003).
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Figura 10. Vias de sefializacion activadas por las neurotrofinas. Los receptores Trk controlan tres vias de
sefializacion. 1) La fosforilacion de Ras inicia la activaciéon de la via de MAP cinasas, |0 que promueve procesos
como la diferenciacion y el crecimiento neuronal. 2) La activacién de PI-3K iniciada por Ras que fosforila a PKB y
ésta a GSK3 promoviendo la supervivencia ¥ el crecimiento neuronal. 3) La activacién de la via PLCy se inicia
por la forforilacion de un residuo de tirosina’® y tiene como resultado el incremento de calcio intracelular que
activa a proteinas cinasas (como PKC y CaMK) relacionadas con la plasticidad sinaptica (Modificado de
Reichardt, 2006).

3.5.1. La Neurotrofina-3

La NT-3 fue identificada en 1990 por varios laboratorios simultaneamente (Ernfors et al., 1990;
Hohn et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990a; Rosenthal et al., 1990), siendo la primera
neurotrofina identificada sin necesidad de purificar a la proteina nativa previamente. Fue
llamada HDNF (Hippocampal derived neurotrophic factor) (Ernfors et al., 1990) y NGF-2
(Nerve growth factor-2) (Kaisho et al.,, 1990). Esta neurotrofina presenta una homologia
elevada estructural con NGF y BDNF (Thoenen, 1995), es un polipéptido con un peso
molecular de 27.2 kDa en su forma dimérica (figura 11), cuya forma madura consta de 119
aminoacidos y se genera a partir de su precursor pro-NT-3, el cual consta de 258 aminoacidos
(Maisonpierre et al., 1990a). Ya en su forma madura tiene una identidad en su secuencia de
aminoéacidos del 57% y 58% con el NGF y BDNF, respectivamente, teniendo una homologia

aproximada del 48% entre estas tres proteinas. La NT-3 al igual que el NGF y BDNF
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presentan seis residuos de cisteina altamente conservados (Maisonpierre et al., 1990b;
Hallbook et al., 1993).
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Figura 11. Estructura de la Neurotrofina-3. A la izquierda se muestra la estructura dimérica de la NT-3
obtenida mediante cristalografia de rayos-X. A la derecha se muestran los 4 residuos mas importantes para la
unién especifica con su receptor TrkC: Leu 19, Thr 22, Tyr 85y Gln 83 (Butte et al., 1998).

En el cerebro adulto la expresion de la NT-3 estd ampliamente confinada al giro dentado
(GD), donde se ha observado que puede modular la neurogénesis, el aprendizaje y el
mantenimiento de la LTP (Shimazu et al., 2006). Asimismo, se ha reportado que la actividad
neuronal elevada como la induccion de LTP incrementa la expresion de ARNm de NT-3 en el
GD hipocampal, lo que sugiere que esta neurotrofina juega un rol en la plasticidad sinaptica en
el SNC (Bramham et al., 1996).

En poblaciones de células gliales se ha descrito que las monoaminas, a través de la
activacion de vias de segundos mensajeros, tienen un papel regulador en la sintesis de NT-3,
incrementando los niveles basales de la concentracion de la proteina (Mele et al., 2009).
Ademas se observoé en los oligodendrocitos que la presencia de NT-3 incrementa la expresion
de los factores elF4E y 4EBP1, que modulan la sintesis proteica y dicho incremento es
dependiente de la activacion de la via de MAPK y PI3K (Coelho et al., 2009).

Las acciones de las neurotrofinas en un periodo corto (segundos) estan asociadas con el
fortalecimiento de las sinapsis preexistentes y en el largo plazo (horas o dias), sus acciones

involucran la formacién de nuevos contactos sindpticos. Recientemente se han observado
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efectos similares a los ejercidos por el BDNF con la NT-3, la cual facilita incrementos en la
plasticidad sin4ptica reflejados en la LTP y los procesos de aprendizaje y memoria (Aranov et
al., 2000; Je et al., 2005; Shimazu et al., 2006).

Desde el descubrimiento de esta proteina, se describidé que podia tener un rol importante
en el desarrollo del sistema nervioso, en particular contribuyendo a la formacién de contactos
sinapticos, debido a su alta presencia en los procesos de proliferacién (Maisonpierre et al.
1990). Ademéas el patron de expresion de la NT-3 en el desarrollo del SNC tiene similitudes
con el de la nestina, una proteina de los filamentos intermedios cuya expresion es
caracteristica de las células precursoras en regiones en neurogénesis (Lendahl et al., 1990).
En este sentido, Miyashita y cols. (2009) reportaron que esta neurotrofina se relaciona con la
formacion de dendritas apicales de las células de la capa 2 de la corteza granular
retroesplecnial, un area limbica relacionada al aprendizaje espacial. Ratones mutantes para el
gen que codifica para la NT-3 muestran déficits en la ejecucion de una tarea espacial
(laberinto de agua de Morris y un dafio en el mantenimiento de la LTP en la sinapsis del patron
perforante lateral al giro dentado hipocampal, presentando también una disminucion
significativa en la neurogénesis adulta (Shimazu et al., 2006).

En cultivos de sinapsis neuromusculares de Xenopus laevis se ha descrito que la
exposicion aguda a BDNF y NT-3 potencia la transmision sinaptica, ademas el tratamiento en
periodos prolongados con las mismas neurotrofinas produce cambios significativos en la
plasticidad sinaptica y la morfologia presentando aumentos en la arborizaciéon y nimero de
contactos sinapticos, asi como un incremento en los niveles de proteinas relacionadas a la
liberacién del neurotransmisor (sinapsina y sinaptofisina); estos efectos son dependientes de
la interaccion de las neurotrofinas con sus receptores de tirosina cinasa (Lohof et al., 1993;
Wang et al., 1995; Lu, 2004).

Se ha descrito que el pre-tratamiento con NT-3 regula los efectos del BDNF sobre la
transmision sinaptica tanto en las sinapsis excitadoras como inhibidoras de cultivos
hipocampales y se ha observado que el tratamiento con NT-3 puede modular los niveles de
expresion del BDNF y el pro-BDNF en el hipocampo de rata (Gottmann y Lessmann, 2001;
Ullal et al., 2007). Sin embargo, el grupo de Jacobi y colaboradores (2009) mostro

recientemente en cultivos hipocampales que el tratamiento crénico con NT-3 o BDNF acelera
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la maduracién de las conexiones de una red neuronal e incrementa el numero de contactos
sinapticos excitadores sin modificar el nUmero de conexiones inhibidoras.

Los mecanismos a través de los cuales la NT-3 lleva a cabo sus acciones no han sido del
todo esclarecidos. En los cultivos de uniones neuromusculares se han descrito algunos rasgos
caracteristicos requeridos para que la NT-3 efectie sus acciones sobre la plasticidad
sinaptica de corto y largo plazo, estos son: la endocitosis del complejo receptor (NT-3-TrkC), la
activacion del sustrato de PI3K (Akt o PKB) asi como la sintesis de nuevas proteinas (Je et al.
2005). Aunque también se ha descrito que la NT-3 puede modular sus acciones sobre la
estructura sinaptica a través de la activacion de la via de las MAP cinasas y la eficiencia
singptica mediante la via de CaMK IV y el factor de transcripcion CREB (Figura 12), (Je et al.,
2006).
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Figura. 12. Modelo propuesto para explicar los mecanismos celulares que subyacen a la modulacion de la
NT-3 en la estructuray funcionalidad singptica (Modificado de Je et al., 2006).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de los mecanismos celulares que subyacen a los fendmenos de aprendizaje y
memoria, brinda una concepcién mas clara de la génesis del comportamiento de los seres
vivos. De manera que la conjuncion del modelo de plasticidad sindptica representado por la
LTP y la potencialidad de las neurotrofinas para fortalecer o modular la transmision sinaptica y
las modificaciones estructurales derivadas de ésta, representa una valiosa herramienta para
dilucidar los eventos celulares implicados en la adquisicion y almacenamiento de informacion.

Un subsistema celular dentro del hipocampo que constituye un modelo ideal para el
estudio de fendmenos plasticos tanto funcionales como morfolégicos es el que constituyen las
fibras musgosas del hipocampo. Estudios previos han mostrado reorganizacion morfologica de
los axones de las fibras musgosas hacia el area CA3 hipocampal 7 dias después de inducir
LTP en este sistema (Adams et al., 1997; Escobar et al., 1997).

Recientemente, la NT-3 ha sido considerada como un importante modulador de la
plasticidad sinaptica. En este sentido, en cultivos de sinapsis neuromusculares, la exposicion
aguda de NT-3 rapidamente potencia la transmision sinaptica (Lohof et al., 1993). En el
cerebro adulto la expresion de NT-3 esta ampliamente confinada al hipocampo, en particular al
giro dentado (Lauterborn et al., 1994; Zhang et al., 2007), por lo que el estudio de la
participacion de esta neurotrofina en la plasticidad sinaptica de esta estructura es fundamental.
En cultivos hipocampales, se ha demostrado que la administracion de NT-3 induce un
incremento robusto y de largo plazo en la transmisién sinaptica de la via de las colaterales de
Schaffer (Kang y Schuman, 1995). Sin embargo, la evidencia directa del papel de la NT-3 en la
plasticidad sinaptica del SNC adulto es escasa. Asi, el presente proyecto consistié en el
estudio in vivo de la influencia que ejerce la NT-3 en la plasticidad sinaptica funcional y
estructural en el hipocampo de ratas adultas.

Se han reportado evidencias que muestran que la historia de actividad de una neurona o
via de conexion, puede modificar la manera en que ésta presentara la plasticidad subsecuente
sinaptica (Abraham, 2008). Considerando la potencialidad de la NT-3 para modular la
plasticidad sinaptica (Kang y Schuman 1995; Shimazu et al., 2006), en el presente proyecto se

analizé también su participacion en la induccion de plasticidad subsecuente. Asi la segunda
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fase del presente proyecto consisti6 en analizar la influencia que ejerce la NT-3 sobre la
plasticidad funcional y estructural previamente generada por induccién de LTP en las FM.
Finalmente, en el presente proyecto se plante6é una tercera fase experimental, en la que
se analizé la participacion de dos vias de sefializacion relacionadas con las acciones que
ejerce la NT-3 tanto en la plasticidad sinaptica funcional y estructural de las fibras musgosas,
como en los procesos metaplasticos que induce esta neurotrofina en esta via de

comunicacion.

5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e ;La NT-3 ejerce efectos en la fortaleza de la transmision sinaptica que se acompafian de
reorganizacion morfologica de las fibras musgosas en el sistema nervioso adulto?

e ;Estos efectos tienen injerencia en la subsecuente induccion de plasticidad sinaptica
inducida por la estimulacion de alta frecuencia y en la reorganizacion morfologica
derivada de ésta?

e ;Cudles son las vias de sefalizacion que activa NT-3 para modular sus acciones en la

plasticidad sinaptica tanto funcional como morfolégica?

6. OBJETIVOS

El presente proyecto tuvo como objetivo analizar los efectos que ejerce la NT-3 sobre los
cambios en la fortaleza de la transmision sinaptica asi como en la reorganizacion de los
botones musgosos en la via de comunicaciéon que va del GD al area CA3 en el sistema
nervioso adulto de roedores, in vivo. Asimismo, se analiz6é la modulacion de esta neurotrofina
en la subsecuente induccion de potenciacion a largo plazo por estimulacion de alta frecuencia
y en la reorganizacion de los botones musgosos en esta conexion. Finalmente se evaluaron
algunas vias de sefializacion relacionadas con las acciones que ejerce la NT-3 para modular la

plasticidad sinaptica y la metaplasticidad.
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6.1. Objetivos particulares

Primera fase:

Analizar la influencia que la NT-3 ejerce sobre la comunicacién sinptica y la
reorganizacion morfologica de las fibras musgosas hipocampales (GD-CA3).

Evaluar la participacion del receptor TrkC en las acciones de la NT-3 sobre la
comunicacion singptica y la reorganizacion morfolégica de las fibras musgosas

hipocampales.

Segunda fase:

Evaluar los efectos de la NT-3 sobre la subsecuente expresién de LTP inducida por
estimulacion de alta frecuencia (HFS) en la via que va del GD al area CA3, asi como en
la reorganizacion morfoldgica originada por ésta.

Analizar ultraestructuralmente las caracteristicas de la reorganizacion morfolégica

inducida por NT-3 en la via de las fibras musgosas.

Tercera fase:

Explorar parte de las vias de sefalizacion relacionadas con las acciones de la NT-3
sobre la plasticidad sinaptica funcional y estructural de las fibras musgosas.

Dilucidar parte de los las vias de sefalizacion relacionadas con el efecto de
metaplasticidad ejercido por la NT3. Para ello se evaluaron las acciones de la NT-3
sobre la induccion subsecuente de LTP producida por HFS en la via que va del GD al

area CA3, y la reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas producida por la HFS.

7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

7.1. Animales

Para la realizacion de este estudio se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con pesos

entre 360-390¢g, que tuvieron un periodo de habituacion de una semana a las condiciones del

bioterio, manteniéndose durante los experimentos en cajas individuales de acrilico con agua y
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alimento ad libitum y, en un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 hrs, a una temperatura ambiente

promedio de 23°C.

7.2. Procedimiento electrofisiolégico

Durante los procedimientos quirdrgicos y electrofisiolégicos, se empelaron ratas adultas a los
que se anestesié con pentobarbital sodico (Pisabental® 50 mg/Kg IP), suministrando
inyecciones suplementarias del mismo (25 mg/Kg) a intervalos de 1hr a fin de mantener los
niveles quirdrgicos de anestesia. Con el fin de analizar la participacion de la NT-3 en las
expresiones de plasticidad antes mencionadas, se efectuaron registros electrofisiolégicos
basales in vivo en dichos sujetos. Brevemente, las respuestas fueron registradas utilizando un
electrodo monopolar de infusion (Escobar et al., 2003) colocado en el estrato Iucido, en la
capa suprapiramidal del area CA3 del hipocampo dorsal (figura 13), siguiendo las
coordenadas estereotaxicas de: AP -2.9 mm; ML +2.2 mm; DV -3.0 mm (Paxinos y Watson,
1986). Los electrodos de registro/infusion fueron construidos con una canula guia de calibre 33
de acero inoxidable cubierta con un aislante, conectado a un cable de acero inoxidable
cubierto de teflén (0.005”, Medwire, Chicago IL, EUA). Este electrodo se acoplé en su parte
superior a una manguera de polietileno acoplada a su vez a una jeringa Hamilton de 10 pl
comandada por una bomba de microinfusion (Cole Palmer Co.; EUA) (figura 13).

Las respuestas fueron evocadas a través de la estimulacion directa del giro dentado,
empleando un electrodo bipolar de acero inoxidable (diametro 0.005”) colocado en las
siguientes coordenadas estereotaxicas: AP -3.5 mm; ML -2.0 mm; DV -3.1 mm (Paxinos y
Watson, 1986). La estimulacion (pulsos monofasicos de 20-40 pA y 0.1-0.25 ms de duracion)
fue suministrada por medio de un estimulador Grass S48, llevada al electrodo por una unidad
de aislamiento PSIUG6. Las respuestas evocadas fueron amplificadas utilizando un amplificador
Grass P5, filtradas a 0.1-10 Hz, la sefal fue digitalizada (10 puntos/s) para almacenamiento y
analisis en una microcomputadora provista del software BrainWave (Datawave Co., EUA). Las
respuestas evocadas de las fibras musgosas fueron medidas obteniendo la pendiente de los
potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE) de campo medidos 1-3 milisegundos después
del comienzo de los PPSE. La intensidad de la corriente que producia un 50% del maximo de

respuesta fue determinada y utilizada para la subsecuente estimulacion.
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Con el fin de analizar el efecto de NT-3 en la plasticidad sinaptica de las fibras musgosas
hipocampales se establecié una linea base de 20 minutos evocando Yy registrando respuestas
cada 20 segundos (0.5Hz). Posteriormente se realizaron las infusiones de NT-3, la sustancia
vehiculo, NT-3 en compafiia del inhibidor de los receptores Trk (K252a),0 el inhibidor de la
proteina cinasa PI-3K (LY294002), o el inhibidor de la via de MAPKs (U0126) y se obtuvieron
los registros post-infusion por 3 h (Escobar et al. 2003). Con el fin de evaluar el efecto de NT-3
en la subsecuente plasticidad sinaptica inducida por estimulacion de alta frecuencia (HFS), se
establecié una linea base de 20 min, seguida por la induccién de LTP a través de la
estimulacion con 3 trenes de 100 Hz/1s de duracién, con intervalos de 20 s intertrén y se
registraron las respuestas por 3 h post estimulacién. En esta fase los farmacos fueron
infundidos 12 minutos antes de comenzar el registro electrofisiolégico.

El agonista del receptor metabotropico a glutamato tipo Il, 2-(2,3-dicarboxi-ciclopropil)
glicina (DCG-1V; 0.5 ul a una concentracion de 0.5 uM infundido en 5 min) fue microinfundido
al final de los registros electrofisiologicos con el fin de verificar que la sefial obtenida haya sido

en efecto generada por las fibras musgosas hipocampales (Calixto et al., 2003).
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Figura 13. Esquema que muestra el lugar en el que fueron implantados los electrodos. El lugar donde se
coloca el electrodo de estimulacion en el giro dentado y el electrodo de registro- infusion en el area CA3
hipocampal (Modificado de Paxinos y Watson, 1986).
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7.3. Técnica histoquimica de Timm

La técnica histoquimica de Timm para la deteccion de metales pesados consiste en la
reduccién de metales pesados libres con sulfuro de sodio, cuyo producto se combina
posteriormente con nitrato de plata y se somete a un proceso de revelado analogo al
fotogréfico, lo que conduce a la formacién de plata metalica que puede ser visualizada. En
todas las fases, los animales fueron prefundidos transcardialmente con 500 ml de una solucion
acuosa de sulfuro de sodio al 0.4%, seguida de 500 ml de una solucién de paraformaldehido al
1% y glutaraldehido al 1.25%. Posteriormente los cerebros fueron extraidos y para una
crioproteccion se dejaron en una solucién fijadora conteniendo 30% de sacarosa. Al cabo de
dos dias los cerebros se cortaron por congelacién en secciones coronales de 40 um, se
colocaron en portaobjetos cubiertos con gelatina y se revelaron en oscuridad en una mezcla
12:6:2 de goma arabiga (20%), hidroquinona (5.6%), buffer de citratos y 1 ml de una solucion
al 17% de nitrato de plata (Danscher y Zimmer 1978).

Diagrama de flujo de la técnica histoquimica de Timm
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7.4. Andlisis histologicos

Los cortes procesados con la técnica histoquimica de Timm se examinaron por microscopia de
luz con el propdsito de evaluar la presencia y distribucion de los granulos de Timm, que a su
vez revelan la distribucion de los botones sinapticos. A partir del polo septal del hipocampo
dorsal se eligié un corte de cada cinco secciones por animal para su andlisis (coordenadas:

AP -3.2 a 3.5, Paxinos y Watson, 1986). El area CA3 de estas secciones coronales fue
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captada por una cadmara digital (Coolpix 5000, Nikon, Tokio, Jap6n) conectada al microscopio
optico (Eclipse E600, Nikon, Tokio, Japon). Estas imagenes se ecualizaron con los mismos
parametros de brillo y contraste (Adobe Photoshop CS). Las imagenes digitales fueron primero
analizadas con un programa de analisis de imagenes (Scion Image, Scion Co., Frederick MD,
EUA) como ha sido reportado con anterioridad (Ramirez-Amaya, et al. 2001). Brevemente, en
cada imagen se midié el area de granulos de Timm con un rango de densidad éptica de entre
120-255 puntos en escala de grises (32 bits) (el mismo rango de densidad encontrado en el
estrato Iucido (SL), que se encontraron el estrato piramidal (SP) y en el estrato oriens (SO) de
tal manera que los cerebros de cada animal obtuvieron ocho medidas ipsilaterales y ocho
contralaterales. Las areas del SP y SO (SOSP) fueron combinadas como fue reportado por
Rekart y cols., (2007).

Estos resultados fueron corroborados por medio de la utilizacion de otra metodologia
utilizada anteriormente en la observacion de éste tipo de modificaciones morfolégicas (Rekart
et al., 2007). Para ello se realizaron medidas del area de interés a través de una rejilla de
conteo (cuadros = 25 um por lado) que fue digitalmente superpuesta en las imagenes.
Posteriormente se contaron las intersecciones de la rejilla pertenecientes al SL o SOSP que
contaban con un oscuro precipitado de Timm. Cuando se obtuvieron las medidas por ambas
metodologias (obtenidas mediante Scion Image y con la rejilla reportada por Rekart y cols.
2007) se hicieron comparaciones entre grupos utilizando la proporcion del area estimada de
SOSP entre el el area de SL para tomar en consideracion cualquier diferencia en el tamafio de

los hipocampos entre los animales (Rekart et al., 2007).

7.5. Inmunohistoquimica

Para corroborar la difusion de NT-3 infundida de manera exdégena en el hipocampo, se analizé
por histoquimica la presencia del factor en cortes tomados a partir del polo septal del
hipocampo dorsal (AP -3.2 a 3.5), 15 minutos después de la infusion de la neurotrofina. Para
ello, los animales se sacrificaron mediante una sobredosis del anestésico pentobarbital. La
perfusion se efectud transcardialmente con 500 ml de solucion salina al 0.9%, seguida por 500
ml de paraformadehido al 4% y glutaraldehido 0.2% en buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4). El

periodo de exposicion a los fijadores durante la perfusion fue de 30 min, seguido por un
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periodo post-fijacion de 24 h a 4°C. Los cerebros se transfirieron a una solucién de sacarosa al
30% en PBS 0.1 M (pH 7.4). Se realizaron secciones coronales de 40 umy se incubaron por 3
dias en el anticuerpo primario, conjeo anti-NT-3, (1:300; Alomone Labs., Jerusalem, Israel) a
4°C. Para revelar el anticuerpo se utiliz6 el método de inmunoperoxidasa-complejo avidina-
biotina. Brevemente, las secciones se lavaron en PBS-Triton X-100 e incubaron por 2 h en el
anticuerpo secundario anti conejo (1: 200; Vectastain® ABC Elite Kit, Vector Labs.,
Burlingame, CA, EUA), se lavaron nuevamente y se incubaron por 2 h con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa. La marca de peroxidasa fue revelada por la reaccion con diaminobenzidina
(DAB) en 50 mM de Tris, pH 7.6/0.01%H,0, (0.6 ml DAB (10 mg/ml) 30 ml PBS 0.1M y 5 pl de
H,0,). Por ultimo los cortes se lavaron tres veces en una solucion de PBS al 0.3% por 10 min
en cada ocasion. La reaccion inmunohistoquimica fue desarrollada usando un estuche
Vectastain® ABC Elite (Vector Labs., Burlingame, CA, EUA). Finalmente las secciones se
montaron en portaobjetos de cristal bafiados en gelatina y se analizaron al microscopio optico
(Eclipse E600, Nikon, Tokio, Japdn).

7.6. Microscopia electrénica de transmision

Con el propdésito de corroborar que la precipitacion de granulos de Timm fuera correspondiente
con la presencia de botones sinapticos en el estrato oriens, aunados a los correspondientes
analisis ultraestructurales de estos nuevos botones formados, en la segunda fase de este
estudio se realiz6 el analisis con microscopia electronica de transmision en animales
microinfundidos con NT-3 (n=3) y animales microinfundidos con el vehiculo (n=3).

Brevemente, los animales fueron perfundidos con 400 ml de solucion salina 0.9 %
seguida de una solucion de paraformaldehido (1%) y glutaraldehido (1%), los cerebros fueron
transferidos a una solucion de PBS con glutaraldehido al 2.5% 0.12 M, pH 7.4, permaneciendo
asi por 24 h al cabo de las cuales se procedid a lavar con sacarosa isotonica. Se realizaron
pequefias secciones correspondientes al area CA3 del hipocampo ipsilateral al area de
infusién, y el tejido se transfirid a una solucion de postifijacion de tetroxido de osmio al 2% en
el mismo amortiguador. Se procedi6 a deshidratar y embeber el tejido en 6xido de propileno y
se procedio a cortar el bloque que contenia el tejido, con un ultramicrotomo. Finalmente las

secciones se tifieron con citrato de plomo y acetato de uranilo para su observacion al
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microscopio electrénico. Las areas del SL y SOSP se analizaron a través de un microscopio
electrénico (Jeol 1200 EX II, Tokio, Japdn). Se procesaron tres imagenes obtenidas a 2,500X
del &rea SOSP vy tres del area SL ipsilateral de cada animal. Posteriormente se localizaron las
terminales de las fibras musgosas utilizando una amplificacion de 10,000X. Las imagenes
obtenidas a una amplificacién de 2,500X se utilizaron para el conteo de botones sinapticos en
ambas éareas. Para ello se utilizé una rejilla de conteo (cuadros = 10um por lado), que fue
digitalmente superpuesta en las imagenes. Posteriormente se contaron las intersecciones de
la rejilla pertenecientes al SL o SOSP que contaban con botones de las fibras musgosas
localizados por sus caracteristicas. Los botones fueron caracterizados anatomicamente

haciendo una comparacién entre grupos.

7.7. Analisis de resultados

Para el analisis de los datos obtenidos a partir de los experimentos electrofisioldgicos se llevo
a cabo un ANOVA de medidas repetidas, seguido por la prueba post hoc de Fisher utilizando
el programa StatView y para analizar los datos morfoldgicos se utiliz6 un ANOVA de una sola

via de la proporcion obtenida entre las areas SOSP/SL.

8. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto fue dividido en las siguientes fases experimentales:

8.1. Primera fase

Con el fin de analizar los efectos de la NT-3 en la comunicacién y en la reorganizacion
morfoldgica en la via del GD-CA3 del hipocampo los grupos experimentales fueron divididos

de la siguiente manera:

> Grupo NT-3: (NT-3, n=9) que fue sometido al registro electrofisiolégico antes
descrito, este grupo recibié una microinfusion aguda de NT-3 (2ug/2ul; 0.2ul/min;

Alomone Labs., Jerusalén, Israel) preparada en buffer de fosfatos (PBS) como vehiculo,
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inmediatamente después del registro de la linea base (20 min). Una vez infundida la
neurotrofina, el registro electrofisiolégico continué por 3 horas. Al cabo de un periodo
postoperatorio de 7 dias, los cerebros fueron procesados con la técnica histoquimica de
Timm con el fin de observar modificaciones de la estructura sinaptica.

> Grupo VEH: (VEH, n=9) que fue procesado de forma similar al grupo NT-3,
recibiendo una microinfusion de PBS (2ul; 0.2ul/min) después de la obtencion de la linea
base. Una vez infundido el vehiculo, el registro electrofisiolégico continu6 por 3 horas. Al
cabo de un periodo postoperatorio de 7 dias, los cerebros fueron procesados con la
técnica histoquimica de Timm con el fin de observar modificaciones de la estructura
sinaptica.

> Grupo NT3+K252: (NT3+K252, n=9) que fue sometido al registro electrofisioldgico
de forma similar al grupo NT-3, este grupo recibié una microinfusion aguda de NT-3 en
combinacion con el inhibidor de los receptores Trk, K252a (2ug de NT-3/2ul de K252a 20
uM; infundidos a una tasa de 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel). El K252a fue
preparado en una solucion de dimetil sulfoxido (DMSO al 0.5%; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). Tras la microinfusién, el registro electrofisiolégico continué por 3 horas. Siete
dias después los cerebros fueron procesados con la técnica histoquimica de Timm con el
fin de observar modificaciones de la estructura sinaptica.

> Grupo control intacto: (CON, n=8) el cual fue utlizado para los andlisis
morfoldgicos. Los animales de este grupo permanecieron en sus cajas individuales por 7
dias después de los cuales fueron perfundidos y el area CA3 analizada por medio de la

técnica histoquimica de Timm.

Diagrama de flujo para la primera fase experimental
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8.2. Segunda fase

Con el fin de analizar los efectos de la NT-3 sobre la subsecuente induccion de plasticidad en
la via que va del GD al area CA3 asi como en la reorganizacion morfolégica inducida por HFS,
capaz de inducir LTP en esta via, los grupos experimentales fueron divididos de la siguiente
manera:
> Grupo HFS: (HFS, n=9) que fue sometido al registro electrofisiologico antes
descrito acompafado de estimulacion de alta frecuencia (HFS). Siete dias después los
cerebros de los animales pertenecientes a este grupo fueron procesados con la técnica
histoquimica de Timm con el fin de observar modificaciones sinapticas.
> Grupo NT-3+HFS: (NT3+HFS, n=9) recibié una microinfusion intrahipocampal de
NT-3 (2pug/2ul, 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel) en el area CA3 del
hipocampo, seguida del registro electrofisiologico antes descrito acompanado de HFS.
Siete dias después los cerebros fueron procesados con la técnica histoquimica de Timm
con el fin de observar modificaciones sinapticas.
> Grupo VEH+HFS (VEH+HFS, n=8) que recibiéo una microinfusion intrahipocampal
de la solucion utilizada como vehiculo (2ul PBS, 0.2ul/min) en el area CA3 del
hipocampo, seguida del registro electrofisiologico antes descrito acompafiado de HFS.
Siete dias después los cerebros fueron procesados con la técnica histoquimica de Timm
con el fin de observar modificaciones sinapticas.
> Grupo NT-3+K252a+HFS: (NT-3+K252+HFS, n=9) al cual se le administr6 una
microinfusion intrahipocampal de NT-3 junto con el inhibidor de los receptores Trk, K252a
(2ug de NT-3/2ul de K252a 20 uM; 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel). El K252a
fue preparado en una solucion de dimetil sulfoxido (DMSO al 0.5%; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) en el area CA3 del hipocampo, seguida del registro electrofisiologico
antes mencionado acompafado de HFS. Siete dias después los cerebros fueron
procesados con la técnica histoquimica de Timm con el fin de observar modificaciones
sinapticas.
> Grupo control intacto: (CON, n=6) no fue sometido a ningun procedimiento

quirdrgico, electrofisiolégico o neuroquimico. Los cerebros fueron analizados de acuerdo
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a la técnica histoquimica de Timm con el fin de establecer un parametro neuroanatémico
de las posibles modificaciones sinépticas en el estrato oriens del area CA3 hipocampal.
Adicionalmente, tres animales del grupo NT-3+HFS (n=3) y del grupo VEH+HFS (n=3)

fueron procesados de acuerdo al protocolo de microscopia electronica descrito en lineas

anteriores.
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8.3. Tercera fase

Con el fin de explorar la participacion de las vias de sefalizacion relacionadas al efecto de la

NT-3 en la plasticidad sinaptica y la reorganizacion morfolégica de la via que va del GD al area

CA3 hipocampal, se utilizaron los siguientes grupos:
> Grupo NT-3: (NT-3, n=7) fue sometido al registro electrofisioldgico antes descrito.
Este grupo recibiéo una microinfusion aguda de NT-3 (2ug/2ul; 0.2ul/min; Alomone Labs.,
Jerusalén, Israel) preparada con PBS como vehiculo, inmediatamente después del
registro de la linea base. Una vez infundida la neurotrofina, se continué con el registro
electrofisiologico por 3 horas. Al cabo de un periodo postoperatorio de 7 dias, los
cerebros se procesaron con la técnica histoquimica de Timm con el fin de observar
modificaciones de la estructura sinaptica.
> Grupo VEH: (VEH, n=7) que fue procesado de forma similar al grupo NT-3,
recibiendo una microinfusion de PBS (2ul; 0.2ul/min) inmediatamente después del
registro de la linea base. Una vez infundido el PBS, se continué con el registro
electrofisiolégico por 3 horas. Al cabo de un periodo postoperatorio de 7 dias, los
cerebros se procesaron con la técnica histoquimica de Timm con el fin de observar

modificaciones de la estructura sinaptica.
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> Grupo NT3+LY: (NT3+LY, n=9) que fue sometido al registro electrofisiolégico antes
descrito; este grupo recibi6 una microinfusion aguda de NT-3 (2ug/2ul, 0.2ul/min;
Alomone Labs., Jerusalén, Israel) en combinacién con el inhibidor de la PI3K, LY294002
(30 pg/ul en DMSO al 50%, Alomone Labs., Jerusalén, Israel), inmediatamente después
del registro de la linea base. El LY294002 fue preparado en una solucion de dimetil
sulféxido (DMSO al 50%; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Tras la microinfusion, se
continu6 con el registro electrofisiolégico por 3 horas. Al cabo de un periodo
postoperatorio de 7 dias, los cerebros se procesaron con la técnica histoquimica de Timm
con el fin de observar modificaciones de la estructura sinaptica.

> Grupo NT3+U0126: (NT3+U0126, n=10) que fue sometido al registro
electrofisiolégico antes descrito; este grupo recibié una microinfusion aguda de NT-3
(2ug/2ul, 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel) en combinacion con el inhibidor de
la via de las MAPKSs, U0126 (1 ug/ul en DMSO al 50%, Alomone Labs., Jerusalén, Israel)
inmediatamente después del registro de la linea base. El U0126 fue preparado en una
solucion de dimetil sulfoxido (DMSO al 50%; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Tras la
microinfusion, se continué con el registro electrofisiologico por 3 horas. Al cabo de un
periodo postoperatorio de 7 dias, los cerebros se procesaron con la técnica histoquimica
de Timm con el fin de observar modificaciones de la estructura sinaptica.

> Grupo NT-3+DMSO (NT-3+DMSO, n=6) que fue sometido al registro
electrofisiologico antes descrito; este grupo recibié una microinfusion aguda de NT-3 (2ug
de NT-3/2ul, 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel) en combinacion con el vehiculo
utilizado para los inhibidores LY29402 y U0126 (DMSO al 50%, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) en el area CA3 del hipocampo, inmediatamente después del registro de la
linea base. Tras la microinfusion, se continud con el registro electrofisiologico por 3 horas.
Al cabo de un periodo postoperatorio de 7 dias, los cerebros se procesaron con la técnica
histoquimica de Timm con el fin de observar modificaciones de la estructura sinaptica.

> Grupo control intacto (CON, n=8). el cual fue utlizado para los analisis
morfoldgicos. Los animales de este grupo permanecieron en sus cajas individuales por 7
dias después de los cuales se perfundieron y el area CA3 se analiz6 por medio de la

técnica histoguimica de Timm.
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Finalmente con el objetivo de analizar las vias de sefalizacién relacionadas con el efecto
de la NT-3 en la subsecuente induccién de plasticidad sinaptica, los grupos experimentales
fueron divididos de la siguiente manera:

> Grupo NT-3+HFS: (NT3+HFS, n=7) el cual recibi6 una microinfusion

intrahipocampal de NT-3 (2ug/2ul, 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel) en el area

CA3 del hipocampo, seguida del registro electrofisiol6gico antes descrito acompafiado de

HFS. Siete dias después los cerebros se procesaron con la técnica histoquimica de Timm

con el fin de observar modificaciones sinapticas.

> Grupo VEH+HFS (VEH+HFS, n=6) el cual recibi6 una microinfusion

intrahipocampal de la solucion empleada como vehiculo de la neurotrofina (2ul PBS,

0.2ul/min) en el area CA3 del hipocampo, seguida del registro electrofisiolégico antes
descrito acompafado de HFS. Siete dias después los cerebros se procesaron con la
técnica histoquimica de Timm con el fin de observar modificaciones sinapticas.

> Grupo NT-3+LY+HFS: (NT-3+LY+HFS, n=9) el cual recibid una microinfusion

intrahipocampal de aguda de NT-3 (2ug/2ul, 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel)

en combinacion con el inhibidor de la PI3K, LY294002 (30 pg/ul en DMSO al 50%,

Alomone Labs., Jerusalén, Israel); en el area CA3 del hipocampo, seguida del registro

electrofisiologico antes descrito acompafnado de HFS. Siete dias después los cerebros se

procesaron con la técnica histoquimica de Timm con el fin de observar modificaciones
sinapticas.

> Grupo NT-3+U0126+HFS: (NT-3+U0126+HFS, n=9) el cual recibi6 una

microinfusion aguda de NT-3 (2ug/2ul, 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel) en

combinacién con el inhibidor de la via de MAPKs, U0126 (1 ug/ul en DMSO al 50%,

Alomone Labs., Jerusalén, Israel); en el area CA3 del hipocampo, seguida del registro

electrofisioldgico antes descrito acompafnado de HFS. Siete dias después los cerebros se

procesaron con la técnica histoquimica de Timm con el fin de observar modificaciones
sinapticas.

> Grupo NT-3+DMSO+HFS (NT-3+DMSO+HFS, n=7) este grupo recibié una

microinfusion aguda de NT-3 (2ug/2ul, 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel) en

combinacién con el vehiculo utilizado para los inhibidores LY29402 y U0126 (DMSO al

50%, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) en el area CA3 del hipocampo, seguida del
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registro electrofisiolégico antes descrito acompafiado de HFS. Siete dias después los
cerebros se procesaron con la técnica histoquimica de Timm con el fin de observar
modificaciones sinapticas.

> Grupo control intacto: (CON, n=6) que no fue sometido a ningln procedimiento
quirargico, electrofisiolégico o neuroquimico, cuyos cerebros se analizaron de acuerdo a
la técnica histoquimica de Timm con el fin de establecer un pardmetro neuroanatomico de

las posibles modificaciones sinépticas en el estrato oriens del area CA3 hipocampal.
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9. RESULTADOS

9.1. Primera fase: Efecto de la NT-3 en la comunicacion sinaptica y la reorganizacion
morfolégica de las fibras musgosas hipocampales

9.1.1. Resultados electrofisiol6gicos

Los resultados derivados de ésta investigacibn muestran que la estimulacion de alta
frecuencia generd LTP en la via que va del giro dentado (GD) al area CA3 (fibras musgosas)
del hipocampo en ratas adultas, in vivo. Las respuestas evocadas en el area CA3 fueron
medidas a través de la obtencion de los potenciales postsinapticos excitatorios de campo
(PPSE). La respuestas caracteristicas de esta sefal iniciaron entre 1.5 a 2.8 ms post-
estimulacion y presentan su valle hacia los 7.5 ms. La amplitud promedio de los potenciales
fue de 0.39+0.02 mV con una pendiente de 0.14+0.008. La LTP se caracterizé por un lento
incremento inicial en la pendiente de los PPSE de campo. Con el fin de caracterizar una sefial
particular de las fibras musgosas, al final de los registros, se administré una microinfusion del
agonista de los receptores metabotrépicos de glutamato de la clase Il, DCGIV, puesto que
evidencias experimentales muestran que este agonista, es un fuerte depresor de la
transmision sinaptica de las fibras musgosas hipocampales (Nicoll y Schmitz, 2005). Se
observo entonces que la sefal registrada fue deprimida hasta en un 0.072 + 0.03 (figura 14C).
En registros electrofisiolégicos donde se microinfundid NT-3 (2ug/2ul) de forma aguda (12 min)
posterior a la linea base con el fin de analizar los efectos de esta proteina en la comunicacion
sinaptica de las fibras musgosas hipocampales, la neurotrofina indujo un incremento
porcentual de 141.37+ 0.39, mostrando una potenciacién de la transmision sinaptica de la via
GD-CA3. Dicha potenciacion inicio hacia los 20 minutos después de la infusion de la
neurotrofina y se mantuvo al menos por 3 horas (figura 14D, panel superior). Asimismo se
administré una microinfusion de buffer de fosfatos (PBS) al grupo control (VEH), en el cual se
registré un incremento porcentual de 99.16+ 0.69 (figura 14B, panel central) y que resultd
significativamente menor al del grupo infundido con NT3. Para analizar los mecanismos por
medio de los cuales la NT-3 ejerce sus acciones, inicialmente se utilizé un inhibidor para los

receptores Trk en conjunto con la NT-3. Este grupo no presenté cambios con respecto a los
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demds grupos; se registré un incremento porcentual de 101.08 + 0.94 con respecto a la linea
base (figura 14 B, panel inferior).
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Figura 14. Efectos de la microinfusion aguda de NT-3 en las respuestas de la via que va del GD al area
CA3 in vivo. (A) Representacién esquematica de la via de las FM y la ubicacién de los electrodos, mostrando los
sitios de estimulacién (a) y de registro (b) en un plano coronal. (B) Secciones coronales representativas de
hipocampos marcados con anti-NT-3 después de la infusién de PBS (VEH 2ul) o NT-3 (2ug/ul). Se observa una
fuerte inmunoreactividad, restringida Unicamente en el area CA3 hipocampal. (C) Sefial caracteristica de las
fibras musgosas (linea continua), con una sefial sobrepuesta (en lineas discontinuas) obtenida después de la
infusién de DCG-IV. Se observa que el DCG-IV bloquea selectivamente las respuestas de las fibras musgosas.
(D) Se muestra el cambio porcentual de la pendiente de los PPSE de campo durante 20 minutos de linea base,
seguido por la microinfusion de la NT-3 (sefialada con la barra, panel superior); se muestra el efecto de la
sustancia vehiculo (PBS) sobre la transmision sindptica, donde no se observa ningin cambio significativo
posterior a la microinfusion (panel central); el inhibidor de los receptores Trk bloquea el efecto de potenciacion
gue la NT-3 induce (panel inferior). Escala de la barra: 5 ms y 0.15mV. Las barras en C indican el periodo de
infusién (12 min).
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9.1.2. Resultados histolégicos: Inmunohistoquimica

Con el objetivo de observar la difusion de NT-3 en el hipocampo alrededor del electrodo de
registro, se marco al hipocampo con la técnica de inmunohistoquimica con un anticuerpo para
NT-3. Se observdo una fuerte inmunoreactividad restringida Unicamente al area CA3
hipocampal (figura 14B).

9.1.3. Resultados histolégicos: Técnica histoquimica de Timm

En el andlisis histolégico realizado siete dias después de los registros electrofisiolégicos, se
observo en el grupo NT3 una reorganizacion predominantemente ipsilateral de las fibras
musgosas en el estrato oriens del area CA3 hipocampal, lo que indica que la neurotrofina
ademas modular la comunicacion sinaptica de esta via, modula también la reorganizacion
sinaptica (figura 15A). Para el grupo control intacto no se observaron modificaciones hacia el
estrato oriens del area CA3 hipocampal (figura 15A) y, en el caso del grupo vehiculo tampoco
se observaron modificaciones en la morfologia de las fibras musgosas (figura 15A). Ademas
se observé que el efecto de la NT-3 sobre la reorganizacion hacia el estrato oriens también fue
bloqueado por los inhibidores para Trk (figura 15A).

El ANOVA del promedio de la superficie del area positiva a Timm, obtenido del analisis
densitométrico de SOSP y SL de cada animal, mostré diferencias significativas entre el grupo
XXy el YY (Fs20= 48.315, P<0.001). El andlisis post-hoc de Fisher mostro diferencias
significativas (p<0.001) para el grupo donde se microinfundié la NT-3 en comparacion a los
otros grupos, cabe sefalar que se presentd un incremento en la reorganizacion sinaptica en el
lado ipsilateral de la estimulacion, que tiene diferencias significativas respecto al lado
contralateral de la microinfusion, lo cual corrobora las observaciones histoldgicas (figura 15B).
Resultados similares se obtuvieron con las medidas obtenidas con la rejilla, en las cuales el
ANOVA también presentd diferencias significativas entre grupos (F320= 43.411, P<0.001). El
analisis post-hoc de Fisher mostré6 un aumento significativo (p<0.001) en la distribucién del
marcaje con la técnica de Timm en la region SOSP para el grupo donde se microinfundio la
NT-3 en comparacion a los otros grupos. EI ANOVA del area relativa (SOSP/SL) obtenida de

las medidas de ambos protocolos de analisis densitométrico, también mostré que el grupo NT-

54



3 fue significativamente diferente a los otros grupos (Fs20= 33.017, P<0.001). El andlisis post-
hoc de Fisher mostrd que el grupo NT-3 presentd un aumento significativo en la proporcion del
area SOSP positiva a Timm con respecto al &rea SL (p<0.001).
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Figura 15. La NT-3 induce reorganizacién sinéptica de las fibras musgosas. (A) Secciones coronales (40um) de
los hipocampos dorsales observadas al microscopio (4x y 10x) procesados por la técnica histoquimica de Timm
provenientes de los siguientes grupos: Control intacto (CON), grupo NT3; grupo control de microinfusion (VEH); vy el
grupo NT3+K252; Las flechas indican la region del estrato oriens. (B) Analisis densitométrico de la reorganizacion
morfolégica de las fibras musgosas hipocampales. La grafica muestra el area relativa (SOSP/SL) del area tefiida con
Timm en el CA3 del hipocampo dorsal de todos los grupos, obtenida a través de las densitometrias realizadas con el
programa Scion Image. **p < 0.001; Barra de escala: 0.5 mm; c, contralateral; i, ipsilateral.
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9.2. Segunda fase: La NT-3 produce un efecto metapléstico que resulta en un bloqueo de la
LTP inducida por HFS

9.2.1. Resultados electrofisioldgicos

Los experimentos disefiados para analizar el efecto de la NT-3 en la induccién subsecuente de
LTP por HFS revelaron que la presencia de NT-3 obstruye la induccién de LTP originada por
HFS, por lo menos durante tres horas post-estimulacion (figura 16), registrando un incremento
promedio en la pendiente de 99.01+0.28, la cual mostré diferencias significativas respecto al
resto de los grupos (p<0.001). Para el grupo control de microinfunsion se administrd la
sustancia vehiculo (PBS, 2ul) y en este grupo la HFS indujo LTP obteniendo un incremento
porcentual en la pendiente de 142.39 + 1.04 (p<0.001) (figura 16). La microinfusion de NT-
3+K252a (figura 18) bloqued el efecto del NT-3 en la LTP, obteniendo un incremento
porcentual en la pendiente de 140.85 + 0.84, enfatizando la participacion de los receptores Trk
en las acciones efectuadas por la NT-3. EIl ANOVA de medidas repetidas para los incrementos
en la pendiente de los PPSE entre estos grupos mostro diferencias significativas entre los
grupos (Fz31= 55.23; p<0.001). El andlisis post-hoc realizado con la prueba de Fisher revel6
diferencias significativas entre el grupo NT-3+HFS con respecto a los demas grupos; mientras
qgue los grupos HFS, VEH+HFS y NT3+K252+HFS no mostraron diferencias entre ellos
(p<0.001).

8.2.2. Resultados histolégicos

El analisis histologico reveld que siete dias después de la estimulacion de alta frecuencia
capaz de inducir LTP, se indujo una reorganizacién en la region infrapiramidal del estrato
oriens del area CA3 hipocampal, en los grupos procesados electrofisiolégicamente (figura
17A). La reorganizacion sinaptica para los grupos HFS y VEH fue preponderantemente
contralateral al area de estimulacion (figura 19A). Mientras que, la presencia de NT3+HFS
modific este patron de reorganizacion sinaptica, acentuando su caracter bilateral (figura 19A).
Esto revela que en los animales microinfundidos con NT-3 y sometidos a la estimulacién

tetanica, el campo terminal de las fibras musgosas se extendié hacia las dendritas basales del
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area CA3 de forma bilateral. Se muestra que en el grupo NT3+K252+HFS se bloquea el efecto
producido por la NT-3, mostrando un patrén predominantemente contralateral de la
reorganizacion de las fibras musgosas (figura 17A).
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Figura 16. La NT-3 bloquea la subsecuente induccion de HFS en las fibras musgosas. Se observa el cambio
porcentual de la pendiente de los PPSE de campo durante 20 minutos de linea base, seguida por la aplicacién de
trenes de estimulacion tetanica (flecha); de animales en los que se realizé un microinfusion de PBS (VEH), NT-3 y
NT-3+K252a seguida de HFS. Puede observarse que la NT-3 bloquea la induccién de LTP al menos por 3 hrs
post-estimulacion; y este efecto se bloquea ante la presencia del inhibidor de los receptores Trk, K252a. Los
trazos en lineas continuas corresponden a las sefiales representativas obtenidas durante la linea base para cada
experimento y las lineas discontinuas muestran las sefiales representativas para el registro posterior a la
microinfusion. Las barras indican el periodo de infusion. Las flechas indican la HFS (3 trenes de 100Hz/1 s con
intervalo de 20s intertren).

El analisis densitométrico mostré diferencias significativas (F425= 65.12 p<.001) para el
grupo NT3+HFS en comparacion con el resto de los grupos en ambos lados (contra e
ipsilateral de la estimulacion). Para el grupo HFS se corrobora lo reportado en la literatura
previamente, una reorganizacion hacia el estrato oriens del area CA3 hipocampal
prominentemente contralateral al sitio de estimulacion (Escobar et al. 1997), lo cual se

presenta de de manera similar para los grupos VEH+HFS y NT3+K252+HFS (figura 17B).
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Figura 17. Efectos de la microinfusién de NT-3 en la reorganizacién sinaptica inducida por HFS de las fibras
musgosas. (A) Secciones coronales (40um) de los hipocampos dorsales observadas al microscopio (4x y 10x)
procesados por la técnica histoquimica de Timm provenientes de los siguientes grupos: Control intacto (CON); grupo
HFS; grupo VEH+HFS; grupo NT-3+HFS; y el grupo NT3+K252+HFS. Las flechas indican la region del estrato oriens.
(B) Andlisis densitométricos de la reorganizacion morfolégica de las fibras musgosas hipocampales. La grafica muestra
el area relativa (SOSP/SL) del area tefiida con Timm en el CA3 del hipocampo dorsal de todos los grupos, obtenida a
través de las densitometrias realizadas con el programa Scion Image. **p < 0.001; Barra de escala: 0.5 mm; c,
contralateral; i, ipsilateral. (C) Micrografias electronicas de las fibras musgosas en animales infundidos con NT-3. A)
Imagenes en donde se observan los botones de las fibras musgosas que presentan sus caracteristicas representativas
en el estrato lUcido y estrato oriens de animales microinfundidos con NT-3. (D) En la grafica se observa el nUmero de
botones caracteristicos de las fibras musgosas encontrados en el estrato llicido y en el estrato oriens de ambos grupos
(NT-3+HFS y VEH+HFS). Se observan diferencias para el estrato oriens ipsilateral del grupo que fue infundido con la
sustancia vehiculo (P<0.001). Barra de escala= 1um.
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9.2.3. Andlisis ultraestructural

El andlisis derivado de la microscopia electronica nos permitié corroborar que la precipitacion
de granulos de Timm observada en nuestros resultados histoldgicos previos, corresponde a la
presencia de botones terminales en el estrato oriens de los grupos NT3+HFS y VEH+HFS.
Estos botones establecen multiples contactos asimétricos, usualmente con los ejes dendriticos
y con las espinas dendriticas de las células piramidales, contienen vesiculas claras y en
ocasiones, vesiculas de nucleo denso similares a los botones encontrados en el estrato Itcido
(figura 17). Estas caracteristicas morfolégicas son prototipicas de las fibras musgosas
maduras (Amaral and Dent 1981). El conteo de botones musgosos en ambos estratos mostré
un incremento de éstos en el estrato oriens ipsilateral en los animales infundidos con NT-3 en
comparacion con los animales infundidos con el VEH. Para el lado contralateral no hubo
diferencias entre los grupos NT3+HFS y el grupo VEH+HFS (F3s = 28.65, P<0.001),

confirmando nuestros hallazgos con la técnica histoquimica de Timm.

9.3. Tercera fase

9.3.1. Vias de sefalizacion activadas por la NT-3 en la modulacion de la comunicacion

sinaptica: Resultados electrofisioldgicos

Con el fin de explorar los mecanismos por medio de los cuales la NT-3 ejerce sus acciones en
la comunicacion sinaptica de las fibras musgosas hipocampales, se emplearon inhibidores
para las vias PI3K-Akt y la via de MAPKs en conjunto con la NT-3. En estos grupos no se
presentaron cambios con respecto a su linea base. Se observd un incremento porcentual de
99.82 + 0.30 y de 103.14 + 0.90, respectivamente (figura 18 paneles inferiores), lo que sugiere
gue la NT-3 modula la eficiencia sinaptica de la proyeccién GD-CA3 a través de estas vias de
sefalizacion, ya que el grupo NT-3 presentd un aumento en el cambio porcentual de la
pendiente de los PPSE de 141.35 + 0.67 con respecto a los grupos infundidos con los
inhibidores. De forma similar el grupo de NT-3 en compafiia del vehiculo para los inhibidores
(NT-3+DMSO) present6 un incremento porcentual de 140.12+0.96. Se realiz6 un ANOVA de

medidas repetidas para los incrementos en la pendiente de lo PPSE entre estos grupos, asi
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como del grupo control vehiculo (VEH), que revel6 diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos (F434= 49.012; p<.001). El analisis post-hoc realizado con la prueba de Fisher
mostré diferencias significativas al comparar los grupos NT-3 y NT-3+DMSO con los demas
grupos; sin embargo, no se mostraron diferencias entre los grupos VEH, NT3+LY vy
NT3+U0126 (p<0.001).

9.3.2. Resultados histolégicos

El analisis histolégico realizado siete dias después de los registros electrofisiolégicos, mostro
la ausencia de reorganizacién sinaptica en los grupos NT-3+LY y NT3+U0126, de forma
similar a los grupos control (CON y VEH) (figura 19). Lo que sugiere que la NT-3 modula sus
acciones tanto en la comunicacion sinaptica (figura 18), como en la reorganizacion morfolégica
de las fibras musgosas a través de las vias de fosfoinositidos y de la via de las MAPKSs.

El ANOVA del promedio de la superficie del area positiva a Timm, obtenido del analisis
densitométrico de SOSP y SL de cada animal, revelo diferencias significativas (F2s= 37.163,
P<0.001). El andlisis post-hoc de Fisher mostro diferencias significativas (p<0.001) para los
grupos en los que se microinfundio la NT-3 (NT-3 y NT-3+DMSQO) en comparacion a los otros
grupos. Cabe sefalar que se observo un incremento en la reorganizacion sinaptica en el lado
ipsilateral de la estimulacion, que tiene diferencias significativas respecto al lado contralateral

de la microinfusion, lo cual corrobora las observaciones histologicas (figura 19).
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Figura 18. La NT-3 requiere de la activacion de las vias de los fosfoinositidos y de MAPKs para modular la
eficiencia sinaptica de las fibras musgosas. Se observa el cambio porcentual de la pendiente de los PPSE de
campo durante 20 minutos de linea base, seguida por la microinfusién de la NT-3 (panel superior) se muestra el
efecto de la sustancia vehiculo (PBS) sobre la transmision sindptica, donde no se observa ningun cambio
significativo posterior a la microinfusion (panel central); los inhibidores para PI-3K (grupo NT-3+LY) y la via de
MAPKSs (grupo NT-3+U0126) bloguean el efecto de potenciacién que la NT-3 induce (paneles inferiores); el
vehiculo de los inhibidores en compafiia de la NT-3 (NT-3+DMSO) tuvo un cambio porcentual similar al del grupo
NT-3. Las barras indican el periodo de infusién (12 min).
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Figura 19. La NT-3 requiere de la activacion de las vias de los fosfoinositidos y de MAPKs para modular la
reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas. (A) Secciones coronales (40um) de los hipocampos dorsales
observadas al microscopio (4x y 10x) procesados por la técnica histoquimica de Timm provenientes de los
siguientes grupos: Control intacto (CON), grupo NT3; grupo vehiculo (VEH), grupo NT-3+LY, grupo NT3+U0126 y
el grupo NT-3+DMSO. Las flechas indican la regién del estrato oriens. (B) Andlisis densitométricos de la
reorganizacion morfologica de las fibras musgosas hipocampales. La grafica muestra el area relativa (SOSP/SL)
del area tefiida con Timm en el CA3 del hipocampo dorsal de todos los grupos, obtenida a través de las
densitometrias realizadas con el programa Scion Image. **p < 0.001; Barra de escala: 0.5 mm; c, contralateral; i,
ipsilateral.

9.3.3. Vias de sefalizacion activadas por la NT-3 en la modulacién de induccién de

subsecuente plasticidad sinaptica: Resultados electrofisiol6gicos

Para explorar los mecanismos por medio de los cuales la NT-3 ejerce sus acciones en la
subsecuente plasticidad sinptica inducida por HFS, se emplearon inhibidores para las vias
PI3K-Akt (LY294002) y la via de MAPKs (U0126) en conjunto con la NT-3. De forma similar los

resultados mostrado en la segunda fase, la presencia de NT-3 obstruyé la induccién de LTP
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originada por estimulacion de alta frecuencia (HFS), por lo menos durante tres horas post-
estimulacion (figuras 18 y 20), registrando un incremento promedio en la pendiente de
100.01+0.58. En el grupo al que se administro la sustancia vehiculo (grupo VEH, PBS, 2ul), se
observé que la estimulacién de alta frecuencia indujo LTP obteniendo un incremento
porcentual en la pendiente de 141.30 + 1.02 (figura 20). De forma interesante la microinfusién
de NT-3 en compafiia de los inhibidores para las vias de fosfoinositidos (2ug de NT-3/2ul de
LY294002) y de MAPKs (2ug de NT-3/2ul de U0126), bloqued el efecto de la neurotrofina, de
modo que se indujo un incremento porcentual en la pendiente de los PPSE de 141.19 + 0.91
para el grupo NT-3+LY+HFS y de 142.56 + 1.15 para el grupo NT3+U0126+HFS. Finalmente
en el grupo NT-3+DMSO+HFS se indujo un incremento porcentual de 101.75+0.86, sugiriendo
la modulacion de la NT-3 en la induccion de subsecuente plasticidad sinaptica.

El ANOVA de medidas repetidas para los incrementos en la pendiente de lo PPSE entre
estos grupos mostro diferencias significativas entre los grupos (Fszs= 38.745; p<0.001). El
analisis post-hoc realizado con la prueba de Fisher mostré diferencias significativas al
comparar los grupos NT-3+HFS y NT-3+DMSO+HFS con los demas grupos; mientras que los
grupos HFS, NT3+LY+HFS, NT3+U0126+HFS y el grupo vehiculo (VEH+HFS) no mostraron

diferencias entre ellos (p<0.001).

9.3.4. Resultados histoldgicos

El analisis del tejido procesado con la técnica de Timm que se realizo siete dias posteriores a
los registros electrofisiologicos, muestra modificaciones en los grupos infundidos con los
inhibidores para las vias de fosfoinositidos y MAPKs (NT3+LY+HFS y NT3+U0126+HFS
respectivamente). En estos grupos, el patron de reorganizacion bilateral con caracter
predominantemente ipsilateral producido por NT-3 mas HFS cambia y en su lugar se presenta
un patron predominantemente contralateral de la reorganizacion de las fibras musgosas (figura

21A), similar al patron que se presenta en el grupo HFS (figura 19).
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Figura 20. La NT-3 requiere de la activacion de las vias de los fosfoinositidos y de MAPKs para bloquear
la subsecuente induccion de HFS en las fibras musgosas. Se observa el cambio porcentual de la pendiente
de los PPSE de campo durante 20 minutos de linea base, seguida por la aplicacion de trenes de estimulacion de
alta frecuencia (HFS, flecha) de animales en los que se realiz6 un microinfusion de PBS (VEH), NT-3, NT-3+LY,
NT-3+U0126 y NT-3+DMSO. Puede observarse que la NT-3 bloguea la induccién de LTP al menos por 3 hrs
post-estimulacién y este efecto es bloqueado debido a la presencia de los inhibidores para la proteina PI3-K y la
via de MAPKs. En el grupo NT-3+DMSO+HFS se muestra una respuesta similar al grupo NT-3+HFS. Los trazos
en lineas continuas corresponden a las sefiales representativas obtenidas durante la linea base para cada
experimento y las lineas discontinuas muestran las sefiales representativas para el registro posterior a la
microinfusion. Las barras indican el periodo de infusion. Las flechas indican la HFS (3 trenes de 100Hz/1 s con
intervalo de 20s intertren).
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Figura 21. La NT-3 requiere de la activacion de las vias de los fosfoinositidos y de MAPKs para modificar
el patrén de reorganizacion sinaptica inducida por la subsecuente induccion de HFS en las fibras
musgosas. (A) Secciones coronales (40um) de los hipocampos dorsales observadas al microscopio (4x y 10x)
procesados por la técnica histoquimica de Timm provenientes de los siguientes grupos: Control intacto (CON);
HFS; NT-3+HFS; VEH+HFS; NT3+LY+HFS, NT3+U0126+HFS y NT-3+DMSO+HFS. Las flechas indican la regién
del estrato oriens y las cabezas de flecha indican la regién del estrato lUcido. Escala de la barra 0.5mm. (B). La

grafica muestra el area positiva a Timm en el estrato oriens del area CA3, las letras “c” o “” indican las medidas

contra e ipsilateral del lado de la estimulacion, respectivamente. p<0.001.Escala de las barras 0.5mm. **
Diferencia significativa respecto al lado ipsilateral; & diferencia significativa con respecto al resto de los grupos.

El analisis densitométrico muestra diferencias significativas (Fg3s= 42.929 p<.001) para
los grupos NT3+HFS y NT-3+DMSO+HFS en comparacion con el resto de los grupos en
ambos lados (contra e ipsilateral de la estimulacion). Los grupos NT3+LY+HFS vy
NT3+U0126+HFS mostraron un patréon de reorganizacion similar al que presenta el grupo HFS
(prominentemente contralateral al sitio de estimulacién) (figura 21B), lo que sugiere que la NT-
3 requiere de las vias de los fosfoinositidos y de MAPKs para modificar el patron de
reorganizacion sinaptica inducida por la subsecuente induccibn de HFS en las fibras

musgosas.
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10. DISCUSION

En las ultimas décadas dentro del campo de la neurociencia cognitiva, los investigadores han
trabajado de manera interdisciplinaria para buscar los substratos biol6gicos de procesos como
la percepcion, el lenguaje, el aprendizaje, la memoria e incluso la conciencia. Dentro de éstos,
las investigaciones sobre el aprendizaje y la memoria han tenido importantes avances y han
brindado la oportunidad de adentrarse en el andlisis de los mecanismos moleculares de estos
procesos.

El aprendizaje es el proceso por medio del cual adquirimos informacion, mientras que la
memoria se define como el proceso por medio del cual recordamos lo que hemos aprendido.
Estos procesos requieren de la adaptacion de los circuitos cerebrales al ambiente conforme
vamos adquiriendo nuevas experiencias, permitiendo almacenarlas por largos periodos y
recuperarlas cuando nos son necesarias. Es por esto que estos dos procesos son
considerados como la base de nuestra individualidad (Kandel y Hawkins, 1992).

Desde los estudios pioneros de Ramon y Cajal (1986), se propone que la informacion se
almacena en nuestro cerebro por medio de cambios anatomicos en la fortaleza de las
conexiones nerviosas (citado por DeFelipe, 2006). En la actualidad, las evidencias de que las
conexiones nerviosas se modifican como consecuencia de la actividad a la que es sometido,
se han vuelto fundamentales para explicar como los organismos almacenan informacion
procedente de la interaccion con su medio ambiente. Las investigaciones a este respecto, han
podido identificar algunas moléculas esenciales que dan lugar a la formacion y consolidacion
de la informacion (Lamprecht y LeDoux, 2004). Dentro de estas moléculas se encuentran las
neurotrofinas, la cuales han sido propuestas como reguladores clave de las modificaciones
funcionales y morfolégicas que son esenciales para la consolidacion sinaptica (Poo, 2001;
Reichardt, 2006). Durante la dltima década se ha estudiado la participacion de la Neurotrofina-
3 en la plasticidad sinaptica tanto en el SN central como periférico, elucidando su funcion en la
plasticidad sinaptica (Arvanian et al., 2004; Je et al., 2006; Shimazu et al., 2006).

Las fibras musgosas del hipocampo, involucradas en los procesos de memorias
declarativas, constituyen un area relevante para el estudio de modificaciones tanto funcionales
como anatémicas dentro de los subsistemas del SNC. En el SNC, la expresion de NT-3 esta

altamente confinada al hipocampo, en particular el giro dentado (Maisonpierre et al., 1990a;
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Maisonpierre et al., 1990b; Lauterborn et al., 1994). Por tanto el estudio de su participacion
dentro de la plasticidad sinaptica de esta area es fundamental. Por ello el presente proyecto
consistio en el estudio de la influencia que ejerce el NT-3 en la plasticidad funcional y

morfolégica de las fibras musgosas en ratas adultas, in vivo.

10.1. La NT-3 potencia la transmisién sinaptica en la via que va del GD al area CA3

hipocampal

Las neurotrofinas han sido propuestas como reguladores clave y mediadores de las
modificaciones sinapticas de largo plazo relacionadas al mantenimiento del aprendizaje y la
memoria (Reichardt, 2006). En particular la NT-3 ha emergido recientemente como un potente
mediador de la plasticidad sinaptica estructural y funcional. En este sentido, se ha descrito que
la aplicacion exdgena de NT-3 induce la potenciacion a largo plazo en conexiones de cultivos
hipocampales adultos (Kang y Schuman, 1995; Kang y Schuman, 2000). Se ha observado que
la NT-3 aumenta rapidamente la actividad neuronal e inhibe la transmision sinaptica regulada
por los receptores GABA en cultivos de neuronas corticales (Kim et al., 1994). Asimismo, se ha
reportado que la NT-3 induce modificaciones de corto y largo plazo en sinapsis de la union
neuromuscular en Xenopus laevis (Lohof et al., 1993; Wang et al., 1995; Je et al., 2005; Je et
al., 2006; Je et al., 2010; Je et al., 2011), asi como en la médula espinal de rata, in vitro
(Arvanov et al. 2000). Sin embargo, existen pocas evidencias acerca del papel de NT-3 en la
plasticidad sinaptica en el SNC in vivo. Los resultados obtenidos en el presente estudio,
muestran que la infusion intrahipocampal de NT-3 produce una potenciacion de largo plazo en
la via que va del GD al area CA3, en ratas adultas anestesiadas. Estos resultados constituyen
una demostracion in vivo, de potenciacion de la eficiencia sinaptica inducida por ésta
neurotrofina en una region considerada como un importante circuito excitador que contiene uno
de los més altos niveles de NT-3 en el SNC y que estd muy relacionada en la adquisiciéon y el
mantenimiento de diferentes tareas de aprendizaje.

La potenciacidon observada en este estudio, inducida por NT-3, se caracterizO6 por
presentar un incremento lento de la pendiente de lo PPSE, que inici6 aproximadamente 20
minutos después de la infusion, estableciéndose hacia la hora post-infusién y con una duracién

de al menos 3 horas, lo cual concuerda con estudios previos observados en el laboratorio, en
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los que se mostr6 que el BDNF induce potenciacion en las fibras musgosas hipocampales
(Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008). La mayoria de las formas de LTP, incluyendo la
plasticidad dependiente de la sincronizacion de las espigas (STDP, por sus siglas en inglés),
estan caracterizadas por un cambio rapido en la magnitud de los PPSE. En contraste, para la
potenciacion de inicio lento no hay cambios en los PPSE al momento de la induccién, pero hay
un incremento gradual de la fortaleza de las conexiones sinapticas. Esta potenciacién de inicio
lento ha sido observada tras la aplicacion del agonista de los receptores a dopamina D1 y D5
(SKF38393) (Navakkode et al., 2007). Otras moléculas capaces de inducir este tipo de LTP son
el BDNF, el NGF, el carbacol y la forskolina (Wieraszko et al., 1993; Auerbach y Segal, 1994;
Kang y Schuman, 1995; Messaoudi et al., 2002; Navakkode et al., 2007). La LTP de inicio lento
también ha sido observada tras la activacion de los receptores a opioides de tipo mu (u) en la
via de las fibras musgosas hipocampales (Derrick et al., 1991, 1992; Escobar et al., 1997; Jin y
Chavkin, 1999; Harrison et al., 2002), asi como en la actividad de las células de lugar posterior
a la activacion (Isaac et al., 2009).

El incremento en la eficiencia sinaptica inducido por NT-3 en la via que va del GD al area
CA3 fue bloqueado por K252a (Berg, 1995; Escobar et al., 2003; Gomez-Palacio-Schjetnan y
Escobar, 2008; Diogenes et al., 2011) un inhibidor de los receptores de tirosina cinasa que es
capaz de interactuar con los receptors TrkA, TrkB y TrkC (Kase et al., 1986; Jiang et al., 2001;
Lee y Chao, 2001; Messaoudi et al., 2002; Ou y Gean, 2006; Tamura et al., 2006; Kolarow et
al., 2007). La inhibicion farmacolégica de los receptores Trk por K252a en dosis similares a las
utilizadas en este estudio, bloguea los efectos producidos por las neurotrofinas en la plasticidad
sinaptica in vivo (Messaoudi et al., 1998, 2002; Jiang et al., 2001; Castillo et al., 2006; Ou y
Gean, 2006; Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008). Como se mencion6 en los
antecedentes, la NT-3 se une a su receptor TrkC con alta afinidad, aunque puede interactuar
con menos eficiencia con los receptores TrkB y TrkA (Lamballe et al., 1991, 1994; Squinto et al.,
1991; Ip et al., 1993; Ryden e Ibanez, 1996). De modo que, en el presente estudio es posible
gue la NT-3 exdgena active no solo a los receptores TrkC, sino también a los receptores Trk Ay
B, produciendo las modificaciones descritas. Los receptors TrkB y TrkC se expresan en los
botones terminales de las fibras musgosas (Klein et al., 1990; Tessarollo et al., 1993) y la
sefalizacion que inducen es requerida para la formacion adecuada y la maduracion de los
axones de dichas fibras (Otal et al., 2005).
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Los mecanismos generados por la interaccion NT-3/TrkC pueden regular la potenciacion
de largo plazo a través de la activacion de proteina cinasa PI-3 (PI-3K), de la via de PLCy y de
la sintesis de proteinas dependiente de la proteina mTOR (Je et al., 2005). Ademas, la NT-3
deprime la transmisién mediada por los receptores GABA-A en cultivos de neuronas corticales
maduras (Kim et al., 1994). Se han descrito resultados similares en cultivos de neuronas
hipotalamicas (Gao y van den Pol, 1999). De manera que, es posible que la NT-3, al menos en
parte, pudiera modular la actividad gabaérgica permitiendo la potenciacion de las FM. En
sinapsis neuromusculares de Xenopus laevis, se ha descrito que la sintesis de proteinas en la
presinapsis es crucial para que la NT-3 module la plasticidad sinaptica de largo plazo (Je et al.,
2011). Este mismo grupo de investigacion describié que NT-3 modula la plasticidad funcional y
estructural a través de la interaccion con su receptor TrkC activando a la via de Rap1-MAPKs y
a la via de la Ca?'/calmodulina cinasa IV y CREB, respectivamente (Je et al., 2006). Las
acciones de las MAPKs, especificamente de la proteina cinasa regulada por una sefial
extracelular (ERK) han sido identificadas como activadoras del factor de iniciacion elF4E y el
factor de elongacion eEFa (Kelleher et al., 2004; Kanhema et al., 2006), estos ultimos estan
relacionados con la traduccién de proteinas, un requisito para la consolidacion sinaptica
(Malenka y Bear 2004). En el presente estudio observamos que la infusion de los inhibidores
para las vias de MAPKs y PI-3K en compafiia a la NT-3, bloquea los efectos de esta
neurotrofina, tanto en las modificaciones sinapticas como en la reorganizacion estructural de la
via de las fibras musgosas, lo que sugiere la participacion de estas vias en las acciones de la
NT-3 para modular la plasticidad sinaptica.

Desde la descripcion del fenomeno de la LTP se han realizado numerosas investigaciones
acerca de este tipo de modificaciones plasticas en diversas areas del SN. Estas investigaciones
han mostrado que este fendmeno plastico esta relacionado, no soélo con los procesos de
aprendizaje y memoria, sino también con otro tipo de conductas como por ejemplo las
adicciones (Berretta et al., 2008). Estos estudios han reflejado también que la LTP presenta una
amplia gama de mecanismos que dependen del area en la que se induce y del tipo de
estimulacién por la que es inducida (Malenka y Bear, 2004). Los mecanismos que subyacen a la
LTP de las fibras musgosas han sido investigados a detalle (Henze et al., 2000; Nicoll y
Schmitz, 2005) aunque no se ha logrado una idea consensuada. La LTP de las FM ha sido

caracterizada por un incremento inicial lento de la pendiente de los PPSE que ha sido descrito
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como independiente de la activacidon de los receptores NMDA (debido a que no se bloquea por
antagonistas de este receptor como D-APV) y con una modulacion importante de péptidos
opioides, en especifico encefalinas y dinorfinas que inhiben a las interneuronas glutamatérgicas,
lo cual permite la mayor activacién de las fibras musgosas mostrando incrementos en la
probabilidad de liberacion del neurotransmisor (Derrick et al., 1991; Derrick et al., 1992;
Escobar et al., 1997; Harrison et al., 2002; Thompson et al., 2003; Derrick, 2007; Schjetnany
Escobar, 2012). Como se ha mencionado en parrafos anteriores la activacion de los receptores
a péptidos opioides de tipo u es esencial para la induccion de la LTP en esta sinapsis (Derrick
et al., 1992). Asimismo, la induccion de la LTP de las FM requiere también la activacion de
receptores metabotrépicos a glutamato (mGIuRs) (Harris y Cotman, 1986; Ito y Sugiyama, 1991,
Bashir et al., 1993; Thompson et al., 2005). Sin embargo, existe evidencia en contra del papel
de los receptores mGIuR en la LTP de las FM in vivo (Mellor y Nicoll, 2001) que sugiere que
estos receptores no son esenciales para este proceso, aunque probablemente intervengan
como moduladores (Nicoll y Schmitz, 2005). La LTP de las fibras musgosas también involucra la
activacion de la proteina cinasa C (PKC) (Son et al., 1996), la cual aumenta la liberacién de
glutamato y dinorfina B en sinaptosomas de fibras musgosas (Terrian et al., 1991). Aunado a lo
anterior, en afos recientes se ha descrito una forma de LTP en las FM dependiente de la
activacion de los receptores NMDA que es inducida por trenes de estimulacion cortos (Kwon y
Castillo, 2008; Rebola et al., 2008).

A diferencia de la LTP expresada en otras areas del SNC, se ha propuesto que la LTP en
las fibras musgosas es altamente dependiente de las acciones presinapticas, mencionadas
anteriormente. Una muestra de ello es que la potenciacion en esta via puede ser bloqueada por
la eliminacién del gen que codifica para la proteina PKA, que esta involucrada ampliamente en
la activacion de moléculas que pertenecen al aparato de liberacién del neurotransmisor (Huang
et al., 1995). Sin embargo, una serie de investigaciones resaltan la participacion de la activacion
pre y postsinaptica en la LTP de esta via, observando que requiere la introduccion de calcio a la
postsinapsis a través de sus canales tipo L o la elevacion en sus concentraciones intracelulares
a través de la activacion de los receptores metabotropicos a glutamato (Yeckel et al., 1999;
Mellor y Nicoll, 2001; Sokolov et al., 2003). Las cascadas de sefalizacion dependientes de
AMPc, estan involucradas también en la participacién postsinaptica de la LTP en las fibras

musgosas (Yeckel et al., 1999). Las evidencias que muestran que el zinc, liberado en grandes
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cantidades por las fibras musgosas, tiene que translocarse a las células postsinapticas del CA3
para que pueda producirse LTP, son también un ejemplo de la participacion postsinptica de la
LTP en esta area del hipocampo (Lu et al., 2000; Li et al.,, 2001). Se ha evidenciado una
relacién entre el zinc liberado por las fibras musgosas con la activacién postsinaptica de los

receptores TrkB (Huang et al., 2008).

10.2. La NT-3 induce reorganizacion sinptica en las fibras musgosas hipocampales

Los resultados del presente estudio muestran que la potenciacion de la eficiencia sinaptica en la
via que va del GD al area CAS3 inducida por NT-3 estd acompafiada por una reorganizacion
estructural de las fibras musgosas de forma prominentemente ipsilateral; ésta reorganizacion se
observo 7 dias después de la aplicacion de NT-3, tal como habia sido reportado para la
induccion de HFS (Escobar et al., 1997) o la infusion de BDNF (Gomez-Palacio-Schjetnan y
escobar, 2008). La reorganizacion morfologica como resultado de la actividad es considerada
como la base de la estabilizacion de la plasticidad sinaptica (Lynch et al., 2007). Nuestros
resultados muestran un incremento en el area marcada mediante la tincion histoquimica de
Timm en el estrato oriens (SO) del area CA3, 7 dias después de la infusibn de NT-3. Un
incremento en el marcaje de Timm es generalmente aceptado como evidencia de la
sinaptogénesis de las FM, debido a que revela la presencia de zinc, el cual se encuentra en
concentraciones elevadas en los botones de las FM (Amaral y Dent, 1981). En estudios previos,
mediante andlisis ultraestructural y de microscopia de fluorescencia, se ha mostrado que un
incremento en el marcaje de Timm coincide con un incremento en los botones sinapticos en el
SO con caracteristicas similares a los botones de las FM que se encuentran en el estrato Iucido
(SL) (Ramirez-Amaya et al., 1999; Henze et al., 2000; Galimberti et al., 2006; Schjetnan y
Escobar, 2012).

Reorganizacion bilateral de esta naturaleza ha sido observada en el hipocampo de
roedores después de la inyeccion unilateral de acido kainico en el hipocampo, que produce
actividad epiléptica (Davenport et al., 1990; Sundstrom et al., 1993), después de inducir
estimulacién de alta frecuencia (HFS) en las FM en ausencia de actividad epiléptica (Escobar et
al., 1997) y como consecuencia de la administracion de BDNF en las FM (Gomez-Palacio-

Schjetnan y Escobar, 2008). El que la reorganizacion de las fibras musgosas haya sido
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observada de forma bilateral sugiere que la potenciacion en esta via, activa a las vias
comisurales hipocampales. Estas fibras se originan de las células piramidales del area CA3y se
proyectan a través de la comisura hasta llegar al d&rea CA3 contralateral (Wheal et al., 1983;
Queiroz y Mello, 2007). Previamente se ha descrito que la coactivacion de las sinapsis de las
fibras musgosas a través de las aferentes comisurales, induce una LTP asociativa en las fibras
musgosas (Derrick y Martinez, 1994). Adicionalmente, Bramham y cols. (1996) observaron un
incremento en las respuestas comisurales después de inducir LTP bilateral que se correlaciona
con la expresioén bilateral de ARNm de NGF, BDNF y los receptores TrkB y TrkC (Bramham et
al., 1996). Resulta importante mencionar que la activacion de las células hilares excitadoras,
gue contribuyen a la via comisural pueden también contribuir a la reorganizacién morfolégica
bilateral, como ha sido sugerido con anterioridad (Escobar et al., 1997; Scharfman et al., 2002).
Las células musgosas son grandes neuronas bipolares que despliegan espinas dendriticas
gigantes 0 excrecencias en sus dendritas proximales de manera similar a las neuronas
piramidales del area CA3, las cuales presentan LTP (Henze et al., 2000; Lysetskiy et al., 2005).
El analisis subsecuente acerca del papel de la sefalizacion interhemisférica hipocampal, puede
adentrarnos en el entendimiento de cambios plasticos como la LTP, ademas de la regulacion de

los circuitos hipocampales durante la formacion de la memoria (figura 22).
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Figura 22. Principales proyecciones contralaterales de las fibras musgosas. Esquema representativo del hipocampo (corte
horizontal) en donde se observan las células musgosas del giro dentado que se dirigen al giro dentado del hipocampo, haciendo
contacto con las fibras musgosas contralaterales. Las fibras comisurales provenientes de las células piramidales de CA3 hacen
contacto con las mismas células en la parte contralateral del CA3 atravesando ambas proyecciones por la fimbria. GD: Giro
dentado; FM: fibras musgosas; E: electrodo de estimulacion; R: electrodo de registro/infusion (modificado de Bramham, 1996).
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Nuestros resultados también muestran que en los grupos en los que se inhibié a los
receptores Trk y las vias de sefializacion de los fosfoinositidos y de las MAP cinasas, la
reorganizacion morfolégica inducida por NT-3 fue bloqueada. Los mecanismos moleculares
inducidos por la activacién de los receptores TrkC estan relacionados de forma importante con
la plasticidad estructural. En este contexto, se ha descrito que la NT-3 potencia la transmision
sinaptica y aumenta los niveles de sinapsina y sinaptofisina (proteinas presinapticas asociadas
a la liberacion de neurotransmisor) produciendo cambios en la morfologia sinaptica de cultivos
de sinapsis neuromusculares (Wang et al., 1995). Ademas se ha reportado que la falta de
receptores TrkC en las FM genera botones mas pequefios y menos complejos, asi como un
numero reducido de vesiculas sinapticas alterando la sinaptogénesis y la maduracion de los
botones terminales de las FM (Martinez et al., 1998; Otal et al., 2005). En este mismo sentido,
se ha descrito que la infusion intraventricular prolongada de NT-3 (12 pg/dia por 14 dias)
genera el brote de axones musgosos en la capa molecular interna del GD y el SO del area CA3
(Xu et al., 2002). Los estudios enfocados a analizar los mecanismos intracelulares activados por
NT-3 en la plasticidad sinaptica, han mostrado que se requiere de la endocitosis del complejo
receptor (NT-3-TrkC) y de la activacion del sustrato de PI3K (Akt o PKB) asi como la sintesis de
nuevas proteinas (Je et al., 2005). Aunque también se ha descrito que la NT-3 puede modular
Sus acciones sobre la estructura sinaptica a traves de la activacion de la via de MAPKs vy la
eficiencia sinaptica mediante la via de CaMK |V y el factor de transcripcion CREB (Je et al.,
2006) (Figura 12). Se ha descrito que la activacion de la PI-3K tiene implicaciones importantes
en la formacidon de nuevos contactos sinapticos funcionales en terminales neuromusculares
(Jordan-Alvarez et al., 2012) y cultivos de neuronas hipocampales (Cuesto et al., 2011).
Finalmente, se ha relacionado a la participacion de la activacion de la via de MAPKs por
neurotrofinas, principalmente BDNF, con procesos de reorganizacion sinaptica como la
sinaptogénesis (Vicario-Abejon et al., 1998; Collin et al., 2001; Tyler y Pozzo-Miller, 2001;
Vicario-Abejon et al., 2002; Alonso et al., 2004). Al inhibir estas vias de sefializacion, en el
presente estudio, se muestra que la reorganizacion inducida por NT-3 es bloqueada, sugiriendo

la importancia de su activacion para modular la plasticidad sinaptica funcional y morfolégica.
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10.3. Acciones de la NT-3 en los procesos metaplasticos en la via que va del GD al &rea CA3

A lo largo de nuestra vida, adquirimos innumerables experiencias que modulan nuestro
comportamiento. EI SN tiene la capacidad de almacenar estas experiencias modificando las
propiedades de sus conexiones nerviosas; teniendo la capacidad de modularlas, clasificarlas y
recuperarlas con el fin de que podamos tener un comportamiento acorde al entorno y a nuestra
historia. Por ello se ha postulado que el SN tiene mecanismos que modulan la plasticidad
sinaptica manteniendo un estado que le permitira seguir adquiriendo informacion. Los cambios
en la eficiencia sinaptica y la morfologia son ejemplos de las modificaciones versétiles que
ocurren en las sinapsis como resultado de la actividad. Se ha propuesto que las formas
Hebbianas de plasticidad pueden requerir algunos tipos de regulacion homeostatica para
preservar su adecuada funcion (Davis, 2006; Nelson y Turrigiano, 2008). Las formas de
plasticidad homeostéatica pueden proveer una regulacién global necesaria para mantener la
fortaleza sinaptica y la plasticidad en un rango dinamico funcional. Estas formas de plasticidad
operan mediante diversos mecanismos, por ejemplo modificando la habilidad de las sinapsis
para presentar modificaciones Hebbianas subsecuentes (metaplasticidad), lo cual se considera
gue no solo es esencial para mantener a las sinapsis dentro de un rango dinamico funcional,
sino también que se requiere para el mantenimiento de la memoria (Abbott y Nelson, 2000;
Perez-Otano y Ehlers, 2005; Abraham, 2008). En este contexto y considerando los efectos de la
NT-3 en la eficiencia sinaptica y en la morfologia, en el presente proyecto, se utilizd una infusion
intrahippocampal de NT-3 para analizar sus efectos en la funcionalidad a largo plazo y en la
reorganizacion sinaptica morfoldgica inducida por subsecuente estimulacién de alta frecuencia,
suficiente para inducir LTP en la via de las fiboras musgosas de ratas adultas in vivo. Nuestros
resultados muestran que la NT-3 inicia una serie de mecanismos reguladores que modifican la
habilidad de las FM para presentar LTP inducida por HFS.

Se ha propuesto que algunas neurotrofinas como el BDNF podrian comandar algunas de
las acciones esenciales que regulan la induccion de subsecuente plasticidad sinaptica (Nelson y
Turrigiano, 2008). Recientemente, estudios de nuestro laboratorio mostraron que el BDNF
modifica la plasticidad sindptica funcional inducida por HFS en las sinapsis de las FM in vivo
(Schjetnan y Escobar, 2012). En el presente estudio se mostré que la infusién de NT-3 produce

un efecto metaplastico que se expresa en el bloqueo de la induccion de LTP inducida por HFS
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cuando ésta Ultima es aplicada 20 minutos después de la infusiébn de NT-3, antes de que la
potenciacion inducida por la NT-3 haya iniciado. Estos resultados apoyan estudios previos en
los que se muestra que estimulos de baja frecuencia (10Hz) en la via de las colaterales de
Schaffer pueden inhibir la induccion posterior de LTP (Fujii et al., 1991; Huang et al., 1992).
Estos resultados enfatizan la importancia de que el estado de actividad de una red es un
determinante critico de la magnitud del cambio metaplastico producido. En la via perforante
lateral se ha reportado que la LTP est4 asociada a una reduccion de la facilitacién de pulsos
pareados que se mantiene al menos una hora posterior a la induccién de la LTP (Christie y
Abraham, 1994). Estudios similares han mostrado que en la corteza motora, la LTP es
bloqueada en animales previamente entrenados en una tarea dependiente de aprendizaje
motor (Rioult-Pedotti et al., 2007), asimismo en la corteza insular, la LTP no se presenta en
animales previamente entrenados al condicionamiento aversivo a los sabores (CAS)
(Rodriguez-Duran et al., 2011). Estos estudios en conjunto a nuestros resultados sugieren que
la estimulacion previa, relevante para una via determinada, inicia eventos metaplasticos que
modifican su capacidad posterior para producir plasticidad sinaptica.

La identidad molecular que subyace a la metaplasticidad no ha sido del todo esclarecida.
Una serie de experimentos llevados a cabo en la corteza visual han mostrado que en animales
expuestos a la oscuridad, los umbrales de induccion de LTP y LTD son modificados, en parte
debido a la modulacion generada por la composicion de las subunidades del receptor NMDA y a
las diferentes corrientes de calcio producidas (Philpot et al., 2003; Quinlan et al., 2004). Las
evidencias actuales sugieren que varios sensores dependientes de calcio podrian regular el
trafico de los receptores de glutamato y asi aumentar o disminuir la acumulacién de éstos en los
sitios sinapticos (Nelson y Turrigiano, 2008). El efecto metaplasico observado en el presente
estudio fue bloqueado por infusién de K252a, sugiriendo que la NT-3 es importante en la
respuesta de las FM a la subsecuente plasticidad sindptica y que esta modulacién se da a
través de sus receptores Trk. Ademas como se muestra en la tercera fase, la inhibicién
farmacoldgica de las vias de sefalizacion de fosfoinositidos y MAPKs bloquea el efecto de NT-
3, sugiriendo la participacién de estas vias para ejercer las acciones de la neurotrofina en las
expresiones de plasticidad homeostatica. Respecto al papel de los receptores Trk, se ha
observado que la sobreexpresion de TrkC aumenta la actividad sinaptica y la LTP en la via de

las colaterales de Schaffer, generando aumentos significativos en las subunidades del receptor
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NMDA (Sahun et al., 2007), la activacién de este receptor es considerada una clave para
modular la induccion de la plasticidad sinaptica subsecuente (Yashiro y Philpot, 2008). Ademas
la NT-3 incrementa los PPSE monosingpticos mediados por los receptores AMPA en
motoneuronas y esta accién requiere la disponibilidad de funcional de los receptores de NMDA
(Arvanov et al., 2000; Arvanian et al., 2004). Los receptores a glutamato tipo AMPA y NMDA se
han considerado como reguladores de la respuesta sinaptica a la induccién posterior de
plasticidad y se ha sugerido que subyacen los mecanismos homeostéaticos que permiten la
integracion sinaptica (Abraham, 2008). Recientemente, las investigaciones en torno a los
mecanismos celulares de la metaplasticidad tanto funcional como estructural se han apoyado
de herramientas de biologia molecular, revelando la importancia de factores de transcripcion y
de procesos epigenéticos en la modulacién homeostatica de las conexiones sinapticas (Chen et
al., 2012; Baker-Andresen et al., 2013).

10.4. La NT-3 modifica el patron de reorganizacion sinaptica inducido por estimulacién de alta

frecuencia en las fibras musgosas hipocampales

La plasticidad sinaptica estructural que resulta de la actividad, ha sido propuesta como una de
las bases para la consolidacion sinaptica (Lynch et al. 2007). En este sentido, la modulacion de
las modificaciones estructurales en respuesta a actividad previa, es de particular interés para la
comprension de los procesos metaplasticos. Los resultados de la presente tesis muestran que
la infusion in vivo de la NT-3 previa a la aplicacion de HFS en la via que va del GD al area CA3
modifica el patron de reorganizacion sinaptica observado cuando solo se aplica HFS,
presentando una reorganizacion bilateral pronunciada en el SOSP del area CA3. Como se
menciono en lineas anteriores, la reorganizacion bilateral de esta naturaleza, ha sido observada
después de infundir &cido kainico (Davenport et al., 1990; Sundstrom et al., 1993), de recibir
HFS (Escobar et al., 1997) y después de la microinfusion intrahipocampal de BDNF (Gomez-
Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008). Los resultados del presente proyecto, obtenidos mediante
microscopia electrénica, corroboran un incremento en las terminales sinépticas de las fibras
musgosas hacia el estrato oriens en las ratas infundidas con NT-3, y estos botones terminales
presentan caracteristicas similares a los que se observan en el estrato IUcido. Recientemente,

un estudio mostré que tras inducir LTP de forma quimica en las fibras musgosas, se inducen
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cambios morfologicos en sus botones y en los sitios postsinapticos, encontrando un mayor
namero de zonas activas (Zhao et al., 2012). Nuestros resultados muestran que las terminales
de las fibras musgosas encontradas de novo por los efectos de la NT-3, contienen vesiculas
claras, algunas vesiculas de nucleo denso, y varias densidades sinapticas, las cuales son
caracteristicas fundamentales de los botones musgosos maduros (Amaral y Dent, 1981;
Faulkner et al., 2008). Esto sugiere que la NT-3, seguida por HFS inicia una redistribucion
homeostatica de las sinapsis. Aungque se ha propuesto que la reorganizacion estructural de las
sinapsis puede ser producida como una consecuencia de la plasticidad homeostética, la
dindmica de las modificaciones estructurales relacionadas a la plasticidad homeostética ha sido
escasamente abordada en la investigacion (Butz et al., 2009).

Algunos estudios sobre aumentos en la plasticidad estructural como resultado de actividad
previa coinciden con los resultados del presente proyecto. En este contexto, un estudio
realizado por Harms y cols. 2008 se reportd un incremento en el tamafio de las espinas
dendriticas de la corteza motora primaria cuando la LTP habia sido bloqueada por el previo
entrenamiento en una tarea motora (Harms et al., 2008). Ademas, se ha descrito que la infusion
cronica de NT-3 induce un rebrote axonal que se acompafa de una regulacion a la baja de los
receptores TrkA y TrkC (Xu et al., 2002). De forma interesante, la NT-3 regula el incremento en
la frecuencia y amplitud de las corrientes postsinapticas excitadoras miniatura (CPSEm)
dependientes de la infusion de BDNF en cultivos de neuronas hipocampales (Paul et al., 2001).
Aunado a lo anterior, se ha descrito que existen interacciones reciprocas entre las acciones de
las neurotrofinas, especialmente las que existen entre el BDNF y la NT-3 tienen un papel
importante en la maduracion dependiente de la actividad en sistemas corticales (McAllister et
al., 1997; Yamamoto y Hanamura, 2005), y generan incrementos reciprocos en los niveles de
ARNmM de estas neurotrofinas en la corteza (Xiong et al., 2002, Patz y Wahle, 2004). Finalmente
se ha reportado que la infusion de NT-3 disminuye los niveles de ARNm para BDNF, asi como
la expresion de la proteina en nervios sensoriales (Karchewski et al., 2002) y en el hipocampo
(Ullal et al., 2007). En estudios posteriores seria importante analizar si estas interacciones

reciprocas entre entas neurotrofinas tienen injerencias en la metaplasticidad.
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11. CONCLUSIONES

El dilucidar los mecanismos celulares que subyacen a los procesos de aprendizaje y memoria,
nos brinda una concepcién mas clara de la génesis del comportamiento de los seres vivos. De
forma que, la potencialidad de las neurotrofinas para modular la transmisién sinptica y las
modificaciones estructurales derivadas de ésta, representa una valiosa herramienta para
esclarecer los eventos celulares implicados en la adquisicibn y almacenamiento de
informacion. Los resultados de este estudio, muestran que la NT-3 induce una potenciacion de
la eficiencia sinaptica de larga duracién que es dependiente de la activacién de su receptor
TrkC, asi como de las vias de sefializacion de las MAP cinasas y de los fosfoinositidos. Estas
modificaciones funcionales estan acompafadas por la formacion de nuevos botones
sinapticos, presentes 7 dias después de la infusion de la neurotrofina, localizados en el estrato
oriens del area CA3. Los cambios inducidos por la NT-3 en las fibras musgosas muestran que
esta neurotrofina puede producir modificaciones plasticas de larga duracion estrechamente
relacionadas con la consolidacion de la informacidn, en un area fundamental para la memoria.
Aunado a esto, en el presente proyecto se observo que la NT-3 modifica la induccion de
subsecuente plasticidad sinaptica a través de la activacion de su receptor TrkC y también de
las vias de las MAPKs y de los fosfoinositidos. Finalmente se observé que la infusion de esta
neurotrofina seguida de la estimulacion de alta frecuencia modifica el patron de reorganizacion
e incrementa la densidad de nuevos botones encontrados tras la induccion de potenciacion de
largo plazo. En conjunto, los resultados derivados de este proyecto indican que la NT-3 tiene
un papel importante como modulador de los cambios plasticos de larga duracion que
subyacen a la consolidacion sinaptica en las fibras musgosas hipocampales. Finalmente los
resultados indican que las acciones de la NT-3 modifican la habilidad para presentar una
subsecuente plasticidad sinaptica, un mecanismo considerado esencial para mantener al SN

en un estado de homeostasis, que le permite seguir adquiriendo y almacenando informacion.
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14. ANEXO |

El anexo | es el articulo que conjunta los principales resultados de mi proyecto de investigacion,
esto es, los efectos de NT-3 sobre la eficiencia sinaptica de la via GD-CA3, las modificaciones
estructurales derivadas de la infusion de ésta neurotrofina; asi como la participacion NT-3 en la
produccién de efectos metaplasticos en la via de las fibras musgosas, in vivo. Estos resultados
son descritos en las fases 1y 2 de la tesis. El articulo fue aceptado el 23 de diciembre de 2012 y

publicado recientemente en la revista European Journal of Neuroscience.

Referencia:

Ramos-Languren LE. y Escobar ML. (2013) Plasticity and metaplasticity of adult rat hippocampal
mossy fibers induced by neurotrophin-3. European Journal of Neuroscience 37(8): 1248-1259.
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Abstract

Changes in synaptic efficacy and morphology are considered as the downstream mechanisms of consolidation of memornes and
other adaptive behaviors. In the last decade, neurolrophin-3 (NT-3) has emerged as one potent mediator of synaptic plasticity. In
the adull brain, expression of NT-3 is largely confined to the hippocampal dentate gyrus (DG). OQur previous studies show that
application of high-frequency stimulation (HFS) sulficient to elicit long-term potentiation (LTP) at the DG-CA3 pathway as well as
acute intrahippocampal microinfusion of brain-derived neurofrophin factor produce mossy fiber (MF) structural reorganization.
Here, we show thatl intrahippocampal microinfusion of NT-3 induces a long-lasting potentiation of synaptic efficacy in the DG-CA3
projection accompanied by an MF structural reorganization of adult rats in vivo. It is considered that the capacity of synapses to
express plastic changes is itself subject to variation depending on previous experience; taking into consideration the effects of
NT-3 on MF synaptic plasticity, we thus used intrahippocampal microinfusion of NT-3 o analyse its effects on functional and
structural plasticity induced by subsequent MF-HFS sufficient 1o induce LTP in adult rats, /n wvp. Our results show that NT-3
modifies the ability of the MF pathway to present subsequent LTP by HFS, and maodifies the structural reorganization pattern.
The modifications in synaptic efficacy and morphology elicited by NT-3 at the MF-CA3 pathway were blocked by the presence of
a Trk receptor inhibitor (K252a). These findings support the idea that NT-3 actions modify subsequent synaptic plasticty, a

homeostatic mechanism thought to be essential for maintaining synapses in the adult mammalian brain.

Introduction

It is widely sccepted that leaming and memory are dependent on
changes in synaptic efficiency and morphology  that permin the
srengthening ol synapses. Long-teem potentiution (LTP) is o long-
lasting enbancement of synuptic strength that has been induced in
severil areas of the bruin, making # an attractive phenomenon for
studying the mechanisms underlying memory storage.  Numerous
sudies huve revealed that the long-lasting maimtenance of LTP is
sccompanied by pene expression, synthesis of new proteins and
changes in symaptic morphology (Malenka & Bear, 2004: Lynch
et al., 2007).

Elucadation of the molecular mechanismy that lewd o Tunctional
and morphological synaptic plasticity  recognizeed  néuarstrophing as
hey progeins in the induction and prevalence of such uctivity-depen-
dent modifications in the adult brain (Reichardt, 20061 Synaptic
effects of neorotrophing can be divided mio two wempondly different
moides; the acule effects. which are weoctated with areagthenng of
pre-existing synupses occurring within seconds o minutes; and the
long-term effects. which involve formution of pew synaplic connec-

Correspondence. [ ML Escoh
ool mescoborieumam mx

as ahowe,

Recetved 3 Febwaary 2012, seviad 18 Decomber 2L accopied 20 Decwsnber 2002

tons taking houes or diays (Lu, 2004; Je er al . 2005} Newrotrophin-
3 INT-3) s o seereied prein, relaled 0 neurogeaesis, neurite dovel-
opment and mamienance. s well us the establishment of synaptic
connections (McAllister ef @l 1995; Shimasu eof al., 2006), NT-3
hus been considered 10 be an excellent cundidiate ss a moediator of
synaptic plasticity. In this regard, ot colwred neuromasculie syn-
apses acute exposiure W NT-3 rapudly potentimtes synapie transmis-
sion (Lobof e al., 1993). Long-term treatment with NT-3 produced
o significant change m syniptic plasticity umnd morphology  which
included uxonal whorization and symiptic growih, Additionally, this
treatment inereased the levels of synaptic vesicle proteins and pro-
twin synthesis. Such effects were dependent on the interaction with
the TrkC receptors (Wang e wl. 19950 Lu, 2004 Je e al.. 2006,
20000 In the adull central nervous system (CNS), the hippocampus
is a prominent sile of expression of NT-3 and ity receptor TrkC
(Matsonplere of al, 19900 Ip er al, 1991 Sundell er al, 1994),
The expression of the NT-1 gene in the adult brain |s highly con-
fined w the dentge gynw (DG Lawterbom ef ol 1994; Zhang
et al, 2007), Newonal scrivity such as LTP induction can modulaie
the expression of NT-3 and TrkC mBNA in the hippocampus (Pas-
evson ef al,, 1992 Bramham ef al., 1996), which suggests that this
neurolrophin may play o wle in synaptic plasticity in the adult CNS.
It has been reported that NT-3 mereases the number of excitatory
mput connections. m hippocampal coltures (Jacoby er @l 200600 amd
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that NT-3 wnchoces o robwst Jong-lasting  enhancemeni of  sypuptc
transmission 81 the Schaffer colleersl paethway (Keng & Schuman,
1995). However, direct evidence regurding the mile of NT-3 in the
adult synaptic plastioty aowve s bcking,

A series of recent studies hive shown that the aetivity history of
a given neuron or pathway modifies its obility w gencrate subse-
cquent sypaptic plisticity (Abniduas, 2008), In this regard, 1 has been
proypsased et hameostutie Torms of pastcity might provide the glo-
byl regulstion necessary to maintain synaptic strength ond plasticity
within o Tusctional dymmie mnge. These forms of plastcity slso
operste with diverse mechanisms, for example by alienng the ability
af symapscs i andergn subsequent Hebbion mosdifications {metaplas-
teity ), which is thought mot only 10 be exsential 10 modntain syn-
apees within a dynamic fanctional mege but abso o be sequired for
the muointenunce of 4 memory trace. Metuplasticity cun slgnificanily
modily the susceptibality of symagses [or-subsequent induction of
plasticity ungd pre-set the dinection of the fulure. plasticity al these
synnpses (Abbott & Nelson, MK Abrham, 2008: Nelson & Tum-
g, 20008},

The hippocampal mossy fiber (MF) pathway constitates o relevint
area for leaming and memory processes (Henee e al., 20000, In pre-
vious studies, we hisd reporied thi spphcation of Bgh-lrequency
stimubation (HES) sufficient 1o elicit LTP as well a5 acute intrzhip-
pocumpil  micminfusion  of  bmin-derived  sedrotrophin factor
(BDNF) induced syvnapiopenesis at the MF pathway, Seven davs
after electrophysaclogical recordings, a hand of Timm's staining. o
frequently used muorker 1o visunlize MF botions, revesled reorpuniza-
o of nwssy lber conections @l e strolm onens of e CA3
aren (Bseobar er ol 1997, Gomee-Palicio-Schjeman & Escobir,
20081, Here we used intrahippocompil microdnfusion of NT-3
analvse it effects on symaptic efficacy and muorphologieal recrgams-
ation b the DG-CAY pathway de wlive. We also weed imtrahippo-
campal microinfusion of NT-3 0 anlyse 65 effeces on long-term
functional and morphological synaplic eorganiztion induced by
suthsegquent ME-HEFS, sufficient o elicit LTP in adubt rats, in sive.

Materials and methods
Animais

Eighty-eighi male Wistwr nats, welghing 300-300 g were wsed in
this study, They were housed individuolly onder & 12/12-h light-
durk cyele, with lood and wirter avallable ad it and an sverigee
oo temperniure o 22 °C. Mathods woere carried oot using ade-
guste medsures oominimize pain or discomfon in sccordance with
the puslelines of the Moo Oficial Mexicann | NOMAGZ-Z00.
1999, ihe NIH Guide for the Care amd Use of Laboratory Asinsls
andd with the approvi] of the local animal care comimities.

Elecirophysiclogical procedure

Electrophvsaologeal mecordings o the MEF pothway were perfommed
in ssesthetized amimals as previcusly described (Derick & Manines,
19894 Escobar er af., 198970 Gomez-Polocio-Schjetnmn & Escobar,
AN, Schjetnon & Escobar, 2020, Brelly, ms were anesthetreed
witl pentobarbital (50 mglhkg Cpo. and given supplemental pesteobr-
hital mjections (10 medked e I-hoindervals (o maincain a surgicol
level of pnesthesia, Body temperture was madninined w 35 °C wath
a heating pad. Responses were recorded by using o monopelar micr-
oinfusion electride placed in the CA3 pyreamidal laver of the dorsal
hippocampus ® the ollowing sterestixic coordinates: AP 2.9 mm,
ML +2.2 mim, DY —3.40 mm (Pasinos & Watson, 200073, Responses

MT-3 ancheced hippocampal plasticity ond metaplasticiey 1248

wieere evoked wsig g bipodor electrode v direct ond gnilatern) stimo-
latpon of the MF a1 coordinates AP —3.5 mm, ML —2.0 mim, DY
=31 mm (Paxinos & Watson, 20T Fip. 1A Miomoinfusion elec-
trondes gomsisted of 33-paoge stmmless stee] epoxylte-coverad canno-
lae conpled o polyethylene tubing through s 26-gange sininless steel
ring. connected 10 & Teflon-couted sizinbess steel wire (DLO05-inch
dlameteri. Polvethylene twhing was ptached woa [0-pl Hamilvon
syrnge (Reno, NV, USA) that was diaven by o microinfusion pump
{Cole Parmer Co., Vemon Hills, [, UISA) Responses were evoked
ustig 0 stanless sl bipolar electrode (0005<inch  diaimeter
Fig, 1A} via direct and unilaseral-stimsbaion of the MF a1 the coondi-
nies commespomding o the onentation of the MF lamellac (AP
=38 mn, ML —20 mm, DV 31 mm. Fig. 1A Paxinos & Wal-
son, W07 Constamt current stienuilation (20-40 1A monophasic
pulses of 8,1-0.25 min durstion| was provided by o Gruss 548 stim-
ubator and delivered o the stinutaing electnode through o Girass
Stimulus Isedation Unit (PSIUGE The evoled responses were ampli-
fied on & Gross PS5 series alternuting curment preamplifier, filtesed o
00100 He, digatized (10 pomisdmmn ) and - stored for offlime analysis
wsing BroinWave software (DuaWiave, Broomfield. OO, USA) The
MF-evoked responses were measured by obtning the field exci-
atory postsynaptic potentinl (EPSP) slope measured 1-3 min after
the EFSFP onset The current intensity that elicited o 30% maximal
response wiss determined and vsed for all subsequent stimulason,
Laovwe-Tregguency mesponzes were evoked onee every 20 & throughout o
Hr-min baseline period. after which HFS (three troins/ | (0 Had' | s/
M} & inlertroin inlerval) was applied und evoked responses were col-
lected for 3 b (Escobar er al, 1997, Schpeman & Escobar, 2002,
The electiroencephalograun (EEG) wis maonitored  during the whale
experiment. MF LTP was caleulated as a percentage of chonge com-
parecd wath the mean slope of the fekl potentials of the entire buse-
line penod peer o the delivery of HFS, The metshotropic glutamale
receptor [ agonsst 2-¢2 3-dicarboxy-cyelopropyl) glyeime {DOG-TY;
Tocrs, Ellisville, MO, LSA; 05 pl of 0.5 ps in 5 min), was used
at the end of the elecrophysiological recondings 1o verily that the
signul wis generated by MF inpeits (Calixto o ol 2003},

NT-3 microinfusions

To evaluate the effects of NT-3 i MF synoaptc ellicocy amd mor-
phology, experiments were divided no two phases, For phase |,
the animals were divided imo the following teatment groups: the
WT-3 group (n = 91, which underwent surzery, had  electrodes
implanted  wind  received intrahippocampal | micronfusion of NT-3
(2 pz2 0.2 plimin; Alomone Labs, Jerusidem, Esracl) prepared
with phosphate-buffensd soline (PBS) as vehicle, after 20 min of
baseline reconding (liang ef wl, 2000, Messwadi of ol 2002] Esco-
bar e al., 3003; Ou & CGewsn, 20068 Gomez-Palacio-Schpetnon &
Escobur, 20081 vehicle group (VEH groug, no= 93 which, under the
same comditions us the NT-3 growp. reccived mirahigpocampal micr-
onfusion of PBS (2 plj; WT-3+K2523 group (# = %) which, under
the sumse condinions s the NT-3 groop, received intmbippocampal
micrsinfusion of NT-3 in combination with K252, e inhibior of
Tk receptor tveosine kinpses (2 pg NT-52 pl K2520 20 pw,
0,2 pldmin; Adomone Labs) - K252 diluted with dimsethy| sulfos-
jcha (DIMS0 (5% Sigma-Aldrich, 51 Louis, MO, USA; Tiang & ol
i Escobar ef ai. 20603 Gomez-Palacio-Schictnon & Escobar,
A0 mnd Frtict control grmp (CON, @ = B, which was used for
morphological wnalysis,

To unnlyze the effects of NT-3 on long-term functional and mor-
pholopical synupdic reorpunization induced by subsegquent ME-HFS,
sufficient o induce LTP, the animals: were divided inio the
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Fiei. 1. Effects of seole NT-3 infusion on MPACAJ responses in i, (A) Schematic representation of the MF pothway und elecirods placement showing the
stimulated amad reconled sites oo cormnal plane. (B) Representsiive coronal secteons of the mai hippocampus stained smmunchistochemically with onti-NT-3 anti-
besdy afier VEH (2 pLyoor NT-3 {2 pef2 plo 12 pin microinfusion. Strong immoanemeactiviny was scen only around the NT-3 infusion site. (C) Representative
traces of the EPSP obinined ot baseline (full ling) und sfier DOG-1Y application {domed lne), Note that DCG-TY selectively blucked MF respomsses o E5% of
basebine signals, (D9 Plor of MF-evoked responses’ from onineadbs that received NT-3, PBS (VEH) and NT-3+K252a Afier NT-3 infusion, EPSP sloge valmes
were wignilicantly elevited above tuseline, Mo changes were observed in the VEH or NT.3+K252 grougs, The top of each gragh shows average of MEF (lebd
petenitnls obtained immediately before (fall Hned wnd 170 min afler (@oited Hoe) the mledon. Seale bar 5 min and 005 mY. Bars isbicaie the nfusion persod

(12 mund, DA, dentale gyns,

following treatment . groups: the HES group (e = 9), which wnder-
went surgery, hud electrodes implanted anid received HFS capuble of
inducing - LTP, NT-3+HFS grmoup (v = 9 which, under the same
condiions as the HFS group, received HFS in the presence of NT-3
(2 g2 plf02 pldming Alomone Labs) prépared with PBS as vehi-
cle (hang et al, 2000; Messpoudy ef af,, 2002; Escobar e af., 2003;
O e Gean, 2006; Gomese-Falacio-Schpetnan & BEscobar, 2008,
VEH+HF5 group (i = 8) which, under the same conditions sis the
HFS sroup, meceived HES in the presence of PBS (2 plm.2 pld
mint; NT-3+K232+HFS group (v = 95 which, under the same condi-
tioms as the HFS groop, received intrabippocampul microinfusion of
NT-3 in combirztion with K232a (2 pe NT-32 uL K25Za 20 pai,
(L2 pldmin: Alomone Labs; Jiang o al, 2001, Escobar er al,, 2003;
Gome-Palacio-Schpetnan & Escobar, 2008), An intact contral group
(CON, n =8} was wsed for morphological analysis. -All solutions
were infused immediately before the beginming of the electrophysio-
logical recordings {240 min before HFS)

Immunohistochemistny

To visnalize 10 whal degree exopenously applied NT-3 spresd oo
the CAF area wroumd the recording electrode, the hippocampies wis

stuined immunchistochemically with an ani-NT-3 antibody in ani-
muls thit were trested in @ similar manner o5 the NT-3 ond VEH
growips, The hippocampus was sectioned in a micmtome at 40 pm
thickness. The tssue was incubated with the prmery ani-8T-2 anui-
body (1 2 300; Alomone Labs) in PBS containing 0.3%  Triton
M-I for 3 days ot 4 *C. Sections were washed three times as
above  and  dncubpted  with o biotayleed  an-rabbit  angibody
{1y 2000 for 2 1 in the same buffer a8 the primary antibody, The
imrrmnobisiochemical reaction was developed wsing the Veclasum
ABC Elite kit (Vector Labortories, Burlingame, CA, UISAL

Hiztology and electron microsoapy

MF reorganization was evalumed T days alter ihe elecrophysioliogi-
cal procedure wsing hippocarnpel fssug from all grosps (six animals
per group); this tissue wios prepared. staned and analysed by two
previously reported methods (Ramiree-Amaya e @l 2811 Rekari
ot e, 200071 Brains were sectioned ot ) pm in the coronal plane
amd processed for Timm's stdning, o snc-detecting  histologcal
marker previouszly wsed o infer synapiogenesis at the MFs {Escobar
et el 1997; Ramires-Amaya ef af, 2000 Rekart ef ol 2007
Every [ifth section was systematically chosen from the extreme
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septal pole of the dorsal Mippocempas for g el of s sectons per
animal (=32 b =35 mm o bregma)  (Paxines & Watson,
2007, Digital immges oblained wsing o digital comers connected fo
an opical microscope (Eclipse Eo(k, Nikon, Tokyn, Japani were
first -anudyseed by esing impee anolysis software (Scwom Imege; Scion
Cowpe. Fredenck, MD, DSA} as reponed previously (Raminez-
Amuvi ef ol 20007 Rekwt o af., 2007; Gomez-Palucio-Schjetnan
& Escobar, 2008), Brefly, the surface arca occupied by Timm's
eramules in the stratom oneos (50 ol stmiem . pyramidals (5P
wins measured inoeach imuege. so cach animal broin produced six
rght and six lefl measures. The areas for the S0 and SP were com-
bagtad (SOSPY as they are hand o distingewish, paticubardy proximal
by CA3e (Hekart of o, 20071 Complementary unbiased smeal mea-
siifeimeits of the samie dighal fimeges wene carried out in the manner
descrbed by Rekort er g (208070, Boeily, images were coded and o
peini-couning grid (squares = 25 pm onnsided was digitadly super-
mmposed. Gnd intersections overlying dark Trimm's salver precipitate
were caumled a5 belonging either b the stratum locidwm (5L or o
the SOSP. Following densitometric analysis by either of the two
mepsutensent methodologies, comparisons amang groups were mode
by wsing the ratio of the estimated orew in SOSP w the estimoted
area e 8L o account for any se differences aoong ndivadaasl
unitmals {Rekari ef al,, 2007}

Three animals fom groups NT-3+HFS (v = 3) and VEH+HFS
{n = 33 were used 1o cormoborute that the morphological recrganiza-
i ahserved with Timm's stin in facr consisied of characteris -
cally MF synaptic buttons using electron microscopy bs . previously
deseribed  (Ramirez-Amava ot ol 19990 Schjenan &  Escobar,
203121, Three imoges of 2500x wers mndomly chosen from the
SOSP and three from SL ol each anlisal. MF 1erminals wene identi-
fied by wsing 10 01 amplilication; eich MF found was morked in
the reference mige (2500 ), and after an exhaustive search, supra-
pyramidal end infrapyramidal MF buttons were anatomically charac-
erteed and compared between groups. Imoges ohtadned ar 25000
umapification were digitolized and used for counting the number of
M synpphic terminils per ames umt

Stafistical analysis

Electrophysidegrcnl  duts were wnalysed  with twoeway  repeated-
mensures axova with eatment as the between-subjects factor and
time s the within-subject factor. Histologicsl data were analvsed
with either two-way repeated-measures anava for Timm™s distrbu-
ton or one-way asova for electon microscopy as indicated,

Results

The ©A3 EPSP consisted of potentals of 0,39 + (002 mV
fmean £ 5EME elicited with 2040 pA cament pulses of (01—
(125 min duration, These responses nidate ab L5328 min post-
stimulatioay and presented tweir valley @ 7.5 min with an average
stope of 0,14 £ (0008 (mean £ SEM; Fig. 1O inagreement with
previius studies |Escobar o al, 1997 Gomez-Palscio-Schjeman &
Escobur, 2008; Schjstnan & Escobor, 10125, Micromnfusion of OG-
IV at the end of thé ekecwophysiological meeordings, selectively
blocked MEF responses o o 15% of bascline signals  presenting
pestenitials of D072 4 03 mV (mean £ SEML with 3 mean slope
of (07 + )] (mean £ SEMI. verifying that the signal was gen-
enstad by MF inputs (Fig, 1),

NT-3 produced an enhancement in ihe CA3 feld EPSP slope val-
ues that started appeoximeely 20 min alier neumotrophin infwson,
resching o stoble plotean at | h and with domtion of ot leasi 3 b

MNT-3 induced hippocampal plasticity. and metaplasticity 1251

(Fig, 113, upper punel),. Moo changes were observed 10 controls
receiving only the vehicle (Fig. 1D, middle panel). lnfusion of NT-3
im combination with K250 prevented the effects chicibed by NT-1
on the enhancement of synapiic efficacy (Fig, 1D, botwom panel).
srova Jor slope incremses revealed highly significant group differ-
ences (Fa-y = 58.29; P < 000011 Pose foe anolysis with Fisher's
test showed sigmibicant differences between the 8 T-3 eroup and all
of the ather groups (F < (U003 bur the VEH amd NTI+K2352Z
growps were nol statistically siznificantly different from each otber
AL2 b post-infusion. the percemtage changes (£ SEM) in the EPSP
slope  for  the NT-3, VEH and NT3HK252  proups  were
TALAT £ 030 0906 + (a0 and 0108 = 004%, respeciively.
NE-dimduced potentation was not sssovtated with after-discharges
of ather overt epllepiform activity as assessed by the contindosly
recorded hippocampal EEG, In regard to the foct that the threshold
for eliciting synapuc plasticity cun be modified 0 anesthetized ani-
mads, il hss been reporied thad although pentobarbital con increase
the size of excitalory depobinzing potentials, it s nob sufficient o
modify the induction of LTP or long-term depression (LTDY in rat
hippocampus (Adcher of af, 2000, Archer & Rath, 20071, T claify
the degree to which exopenously applied NT-3 spread ino the
hippocampus around the reconding electrode after the infusion, the
hippocampus was stuined immunohistochemically with an anti-NT-3
antiboddy 0 canimals weated inoa sisbar manner as the NT23 and
VEH groups. Strong immunoresciivity was seen only around the
MNT-3 infusion site (Fig, 1B},

Cnar morphological analyses show thit intoct contmd animals pres-
e MF buttons almost exclusively in e SL ol the hippocampal
CA3 arca (Fig. 2A ond B) in pgreemem with provicus studics
(Escobgr of al, 1997, Ramdrez-Amayi of o, 20005 Rekan o ol
200K Giomez-Palucio-Schietnan & Escobar, 20081 NT-3 microinfu-
st procluced o balaternl fncrement of hippocumpal ME bustons,
with-a prominent ipsilatersl enhancement visvalized by the Tinm's-
starned denstiy i the SOSP ol the ©AY aren (Fig. 2AL By contrst,
the SOSP of unimals infused with the vehicle (Fig. ZA) presented
sewree Timm's-stamed  granules, Moreover, infuston of the Trk
recepor bincker K152 prevented the effects of NT-3 in MF nuor-
phodogicnl recormamization (Fig. 2AE sasova of the average Timm-
positivie surface area. obtained by quentitsive densitometric analysis
of the SOSF from each amimal, revealed significant group differ-
ences (Fyap = 48315, 8 =< 0000 Post hoe snalysis with Fisher's
test revenled that proup NT-3 shooed o-sipmificantly larger aren of
TFimir-studned gronles F < (001 o g promisent spsilaeea] form
ul the SOSP recion. Similer results wers obiained by the measures
performed with the poant counting grd, where the asova alsa pre-
sents  siprificent  differemces  amiong  proups  OFy . = 4340 1;
P 0000y Post bews analysis with Fisher's test revealed -a- sigoifi-
cnnt increment of the Timm s distribotion s the SO85P region
(FF < () of animaols infused with WNT-3. asova of the melative
wrep (SOSPSL) obtained by the measures with the mwo protocals
alser showed that the NT-3 group was significantly diffesent from all
odhver groups (Fya = 33007 £ < 0000 Pest hee analysis with
Fisher's test ritviealed that growp NT-3 presents o significantly highes
e i the SOSP Timm's-positive ares with respect 1o the SL
(P = 0 These didn corrobarate that there = un increase of MF
terminals in the SOSP w0 the CAY hippocampal area in animisls
infused with NT-3, and slso indicare thad this reorganizgion is not s
resull of hippocompal size differences umong  individual  onimls
IFig. 283,

Considering that NT-1 induced a lusting potentiation of synaptic
efficacy i the DG-CAZ progection and that these functional madifi-
cutions are accompunied by o structurn] reorpanization in the SO of
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Fua, 2. Bflects of aeute NT-3 migroinlmsmn on symaptic eorgoniention of bippocemnpel mossy Ghers. (A Compal sections. of dorsal hippocampus oo oo
control (OOMY, NT-3, YEH and N'T-3+K232 proaps, showing the disiritngion of Tinm-stomed MFs ot the sorotum ecubom (gemoowheod ) and SOSP Tarmow)
(B} Densitomelsic amiddysis of NT-3 eflects on synuptic reorgunization ol hippecampal MPs, Gruphic shows the reloteee area (SOSPYSL)Y of Timm’s- staining of

thie elorsnl _._w_._._tr.h__._._..:._.,_ wfl wll Eroies Lt L

the CA3 aen with o prominent ipsilateral incresse in Tunmm's ston
img 7 days afier NT-3 application, we mnalysed the effocis of NT-3
on long<erm funciionsl and meorpholopical synaptic reorgamization
induced by subsequemt HFS, The present resulis show that HEFS
(three trins 100 Ha/l <20 < inteerain interval) was eapable of
inducing LT at the DG-CAJ  pubway, inoacull eass i vive, in
dccorlance with oer previous studies {Escobar e al., 1997; Schiel-
mun & Escobur, 2012 MF LTP woas charwsenzed by a slow mitial
increase i the EPSP slope (Fig. 3A) that s been related 10 the
independence of N-methyl-o-aspamate (NMDA) receptor activation
and opioid peptide-relevant modolation {Demick er al, 1991, [982;
Escobar e af., 1997 AL 1 b paost-stimulition (he HFS group pre-
sented a4 mean EPSP increment (mean - SEM) of 12347 + 073
and the VEHAHFS group of 14239 £ LM (Fig. 3B). Infusion of
NT-3 blocked the subsequent induction of LTF by HFS, indicating

L]y =eale hors 1.5 mm; ¢, coniralaiersl;

ipsilsteral

it NT-3 immiaes the homeosttis mechaniams. thar aliow the maodi
fications of the ghifity of the MF pathway o presesi LTP induced
by subsequend HFS. This proup (NT-3+HFS) presented o mean
slope inerement (mean & SEM) of 99001 & .28 (Fig. 3C) This
effect was Blocked by the micrdnfusion of NT-3 m (he presence of
K2532u a Trk receplor inhibitor (NT-3+K252+HFS) presenting o
mean slope increment imean £ SEM) of 140085 + 084 (Fg 3D
anova for EPSP slope increases revealed  spgmificant  differcnces
Isstween groups (Fyap = 35230 P < 0001y, Post hoe analysis with
Fisher's test shoowed significant differences bétween the NT-3+HFS
group and wll of the other growps (P = 0000y but the HES,
VEHHHFS aml NT-30R2524HFS groups were not statistically oif-
ferent from each other, HIFS-induced potentiation wis nol. associaie:d
with afier-discharges or ather oven epileptiform activity as assessed
by the continuousty recorded hippocampal EEG.
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Ficio 3. BEffeces of MT-3 infusion on MFCAX LTP induction by HFS fe vfve. Phot of MF-gvolied respoises from animols that secelved NT-3. PBS (VEH) and
WT-3+K152a, followed by HF5. Nole thal NT-3 hlocks LTP fehmction  fsheced by HFS ot the DGACAT pathway while HFS, YEHSHFES and NT
A-K2520+HFS groups presem LTP. The wp of coch graph shows representative traces of the EPSP obiained immedsasely before (full lined and 170 min after
Cihslti] Bimed HIFS. Scale boar: 5 omin amd (015 mV. Srows indicote HES (theee traims o [O0 FLa/l o720 g inlertran amterval )

Our histological pnalyses show that high-frequency MF stimula-
ton produced & bilweml increment of hippocempasl MEF - butlons,
with o prominent  contrslateral  enhancement  visualized by the
Timm"s-sained density at the SOSP of the CA3 wea. in agreement
with previous studies (Escobar e al, 1997 Ramires- Amaya ef of..
200005 Rekart et ol 2007 Schjetnon & Escobar, 20021 Seven days
after LTP induction, Timn's:stained graniles were obxerved contea-
laterally in the CAZ3 infrapyramidal band (505F) of the HFS
{Fig. 445 and YEH-HES (Fig, 4A) proups. Moreover, microinfu-
sion of NT-3 Tollowed by the application of HES (NT-34HFS) maod
ified the synaptic reorganizanon puttem observed in control groups.
emphasizing o bilateral expression und an enhancement of synapto-
penests (Fig, 4A), Microinlusion of NT-3+K2520 ot the CA3 area
prevents this effect, revealing thial NT-2 madulation s depesmdent on
its Trk receptor activadion (Fig. 4A ) anova af the average Timime
positive surlace areg of the SL from each animal, obtained by either
memsurement methodolopy, revealed no sigmbcant differences con-
tralaterally o ipsifaterally in oll groups (Fyas = 65120 < (UK |
amova of the contralaternl relative areca (SOSPSL) obtained by
means of the two prodocols revealed signibicant differences between
grovaps () 0 = SURA P < GO0 Posr e annlysds with Fisher's
test revesled that the NT-3+HFS group showed o significintly Luger
arca of contralateral Timm-stained granules (F = 00000 compared
with oll the other proups. In sddition. animals from groups HES,
VEH+HFS and NT-3+K252+HFS showed o sigmilcanly larger wren
of contrabisensl Timmestaimed granules (P = 0401 compared with
the mtact control group. asova of the ipsilateral eefstive orea
{S05P5L) obtained by the measures with the two protocols also
shows that the NT-3+HFS group was sigaifbeantly different froam all
proups (Fy xs = 53367, F < (L0 ) Pt foe analvsis with Fisher's
test revealed thar the MT-3 group hod o significantly higher mtio in

the S0O5P of Timm's-positive orea  with respect to the 5L
(= D001, These dils cormsborate that piaok mbfusion of NT-3
mwlifies the synaphc recrgamization patterm that s observed through
HES application. suggesting that NT-3 initates o homersanic redis-
inbution ol synapses (Fig. 481,

Efectron micmseopy revenled the presence of ME buttons o the
S0 of the VEH+HFS (n = 3} and NT3+HFS (s = 3) giroups. These
buttons contnin densely packed sphencal clear vesicles and some-
times dense core vesicles and establish multiple ssymmetrical con-
tcts, uswally with the dendritic shaft of pyramidal peurons and
oecasbomally with dendritic spines (Fig. 4C; Amaral & Dent, 1951
Fuubkner e el 2008}, Anualysis of synaptic density of the charscter-
istic msssy berminals nothe SO revealed an morease of ME buttons
i NT-3+HFS  ammails,  compieed with YEHCHFS  animals
{Fig. 413, Ome-way  amovs showed siatistical differences between
VEH+HFS mnd NTHHHFES promps (Fig = 2H.65; P < (UL, cor-
roborting an increased synapiic density in the basal region (S0) of
NWT-3-infused animals compared with the YEH-HFS group,

To analyse the interaction beiween NT-3 and HFS once NT-3
podentistion has been estwblished, one additional proup was pro-
cessed. Por this, electrophysiological reconlings at the MF pithway
were performed o oanesthetized animals ax previowsly described
the present paper. The NT-3+HES60 group {n = 7} underweat sur-
gery. hod electrodes implamied and received HFS 60 min ofter intm-
hippocumpal  mocenfusion of  NT-3 (2 pe/2 plAL2 plldmin;
Alomane Labs; Hanmg el 2000 Messaoudi ¢ af,, 2002; Escobiar
et al, M3 Ou & Gean, MM Gomee-Palscio-Schietran & Eseo-
bar, 2008}, The results show {Suppoming Information, Figs. 51 and
82 thaid oiwce NT-3-LTP ot the MF pathway has been established |
s nol affected in the same proportion as it is when HFS i= apphied
at eurly polentiation staies.
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Fici. 4. Effects of acule NT-3 microinfusion on synaptic reorganization Induced by hippocampal MF HFS. (A) Coronal sections of dorsal bippocompus from
it conered (0N, HFS, VEH-AHFS, KT-3+HES angd NT-34+K252+HES growps, showing the disribution of Timm-stuined MPs st the SL (amowhesd ) and
SE darvow s (B) Denstometric: analysds of NT-3 effects on synopiee reorgammsition patterm dueed by hippociumps] MF HFS. Graphic shows the relatdve aren
(SOSPSLY of Timm™s smining of the dorsal hippocumpus of all groaps, The NT-3 group shows significont differences from all the other prosps (%*5, The con-
traliteral side of HFS. VEHAHFS aml NT-3+K2520+HFS proups shows significanr differences with ipsilateeal sldes of all grougs (f1 # = 0000 Scale. b
.5 mime e, coniralaterals i ipsilatersl. () Representative eleciron microphotographs of ME battons of animuls with NT-3 infusion, The images present muliiple
usvemmeircn] comnoels (armowheads) and sphedcal vesicles in 51 and S0 of antools infused with NT-% accompunied by HFS, Seale bar 005 pme (1) Electron

microseopic analysis in NT-2+<HFS and VEH+HES ankmals reveuled the mean aumber of charmcterisic MF werminals observed in e SO gnd 51

O the other band, to venify the NMDA receplor-ndependency ol
the MEF-LTF induced by the protocol of stimulation used i the pres-
ent study dthree irains of L0 Ha/l <20 5 dnterradn interval). we
processed two additiopal groups, in which the competitive NMDA
receplor antagonist (RS 3-2-carboxipiperzin-g-y L -propyl- 1-phos
phonic acid (CPP groap, &4 = 5. 3 nmolful.; 0.2 pldmin; Tocns) or
its wehicle (VEH-CPP group, n = 4) were infused 30 min before
HES  spplication  {Barea-Rodngoez o7 of. 20085 Escobar e al,
2002 Martinez of af,, 20011 The results (Supporting  Infommustion,
Frgs: 51 aml 52) comuborate the NMDA receptor-mdependency of
thi= form of MF-LTP, i agrreeimerl wilh |1j1.-'l.'iu|,|si ludies (Dermck

= 34010

of el 1997, 1992 Escobar ef o, 1997 Horrison er al,, 2002;

Fhompson ef of,, 2083,

Discussion

NT-3 potentiates transmission at the DG-CA3 hippocampal
prafechion

Meumtrophing have been proposed o key regulotors and mediators

ol lomg-term synoptic modificitions relited w leorming and memory
i ffensice (Rewcharde, MEH), i '|'Ii:r|i4.'|4|.'|'|., NT-3 haes ml.:l.'.rlﬂf.-
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emerged s o opotent medior of fusctionsl and stucwral synapnc
plasticity. In this regand, it has been described that exogenoas spypli-
cution of NT-3 elicited lopg-losting changes in symdplic ransmission
in the adult hippocompal culirres (Kang & Schuman, 1995, 2000
NT-3 mupidly enhonces neuronoal sctivily und inhibits synaphic frans-
mission mediated by y-aminobutyne acid (GABA) neceptors in cul-
fred cortical nevroms (Kim e gl 1845 However, evidence of the
effects of NT-3 on the CNS in wive e scarce. The present resulis
showe that acute intrahippocampal microinfusion of NT-3 posentiases
transmission of the DG-CA3 hippocompal projection of anesthetized
ndult rus

The results presented here constiiuie an in vive demonstation of
NT-3-indoced  potentiation of Sympic rnsmission, inoo region
considered 10 be an important exci@tory corcoll imphoated mothe
dcquisition and storee of different laaming ks,

NT-3-induced potentiation was charactenzed by a slow increment
in field EPSP slope thal sterted spproximastely 200 min atter infusion,
repched o plieao o 1 hoond Insted of lesst 3 h, in apresment o our
previces. studies using BONE (Comez-Palacio-Schieinan & Escobar,
20081, Maosi forms of LTP, including spike timing-dependent plis-
ticity, are characterized by a fast change in EPSP magnitede. By
contrast, for show-onset petentintion there s no change in EPSP ag
the time of induction but @ Fracual increase in synuptic stenoth over
time. Slow-onset potentiotion has been observed {ollowing applice-
thon af ihe dopamine recepror DLIDS agondst SKE3IR30S (MNavikk-
ode ef af,, 2007) Other molecules are also capable of inducing
show-onset LTP, including BIANF, carbachol and forskolin (Wie-
mszko er al,, 1993 Avedhwh & Segal, 1994 Messaouwdi el al,
2002 Mavakkode e wi., 2007 Stow-onsel LTF 5 also seen followe-
ing mu-oploid  receptor activation i hippocampal MF - pathway
{Dermck o al, 1991, 190k Escobar of ol 1997 Jin & Chavkin,
1995 Harrison ef o, 20023, a5 well s following plike cell activity
replay (Tenae e af,, D),

In nccordance with: previous sedies, the icrement in synaptic
efficocy elicited by NT-3 m the MEP-CAJ pathway wis blocked by
E252a (Berg er ol 1992 Kung & Schuman, [995; Escobar er al.,
2003 Gomez-Pulocw-Schjetiun & Bscobar, 2008; Diogenes of ol
20011, v selective inhibitor of iyvmsine-kinase recepiors thal s capa-
hle of inecacting with TrkA, TekB and TrkC recepiors iKase of al.,
1986; Jiang et al., 2000 Lee & Chao, 2000 Messaoudi el o,
2002 Ou & Gean. 2006; Tamurs erafl, 20060 Kolsrow ef ol
2007 Pharmacological inhebition of Trk receptors by K252, o
strnilar dises wsed b the present study, hias been shown (0 mhibi
the effects on synupuc plasticity produced by peurotrophims fr wiver
(Messacsl o el 1998, 20022 ang of aof.. 2000 Costllo ef al,,
2000 Ou & Geun. 2{06; Gomez-Palacio-Schijetnan & Escobar,
20081 Despite of the fuct that NT-3 binds o TekC with high affin-
ity, il con also imemct, albeit with less efticiency. with TrkB amd
TrkA receplors (Lambolle o of., 1990, 1994 Squinto of af., [991;
Ip et oo, 1993 Ryden & [haner, 19961 TikB and TrkC recepion
are expressed i the MF ermenals (Klem ef ol 1990 Tessarolko
efatl, 1993, and the signaling elicited by these recepiors is required
for the comeet formation and matoration of axonal rees (Ol e ol
20051, Thos, in the present study il is possible that exogenousty
apphed NT-3 maght have activated not only TrkC bt also other Trk
receptors, beading W the observed changes,

The mechanisms elicited by NT-3TkC interaction have been
shown to regulate Tong-term synaptic patentiation by activation of
PI-3 kinase (FI-3K) and PLC-y pathways. as well a5 mammaiian
torget of rapumyon (mTOR -dependent prodein synthesis (de of al.,
2005). Moreover, as  wis  mentioned  before, NT-3  depnesses
GABA medioted mmsmussion in mature coltured comcal newmons

NT-3 induced hippocampal plasticity and metaplasticiey 1233

(Kim er af. 1994) Similar resulis hove been obtined o matire
hypothalamis eulivres (Gao & wvan den Pol, 19995, Thus, in the
prasent study, it is possible tha NT-3. u et in pare, might moedu-
late GABAerzic activity allowing the potentistion of MFs,

The mechumisms that underlie MF LTP huve been investigated in
detanl (Henee o al, 20000 although o comsensuid idea remains (o be
elucidiged, MF LTP hos been chamcterized by o slow  inial
inereise i the EPSP slope thisr hiss been related to the ndependence
of NMIDXA peceptor activetion and oproad peptide-relevant modula-
tion (Derrick of o, 1991, 1992 Escobar ef ol 1997. Huomison
ef . 2002 Thompson ef al, 2003 Schietnan & Escobar. 200120
The activation of mu-opioid receptors is essentnl for TP induction
At this synapse, which is choarsctenzed by n slow inereise (Derrick
of ol 19923, Additionally, LTP indoction o MF-CAZ nesran syn-
apses invilves the activation of metabotropic glulanie deceplors
(mGluRs; Hamis & Comman, 1986 o & Sugivama, 1991; Bashir
e ol 1993 Thompson e al.. HHI5) Nevertheless, evidence against
the role of mOCleRs in ME LTP m ovitro iMellor & Nicoll, 261
sugpests that thess recepiors are ool essentinl for the process, bt
pethaps have some modulatory wle (Nicoll & Schime, 2005), MF
LTP also involves the activation of protein kinise C (PEC; Son
ef il 1996), which enhances ghiomate wmd dynorphin B release
from MF synaptosomes (Temun ef ol 1%91). Forthermore, in
recent years o form of hippocampal ME-LTP has been described that
is dependent of NMDA reeplor activation, being induced by appli-
cation of o shorr buest of timoli (Kwon & Cuaseillo, 2008; Rebola
ef al,, 2008},

NT-3 induces synaplic recrganization of hippocampal MFs

Our present resulis show . podentiation ol synaptic efficacy in the
DG-CAY progeenion elicited by NT-3 15 accompanied by o structural
renfganizstion at the CA3 area with & prominent ipsilateral appear-
ance 7 days afier NT-3 application,

Morphological reorganization ws a result of activity 15 believed 1o
sustam stabilization of synuptic plosticity (Lynch er ol 20073 Our
fimdings indicate an inerase m Timm's staming af the 50 CAZ
T days after NT-3 spplication. An inerease in Thnm's stainng s
generally accepred as evidence for ME synaplogenesis becouse it
reveils the presence of zine, which s present in high concentrtions
at the MF buttons {Amaral & Dent, 1981 In previoos studies. ultrn-
structural amalyvsis and fluorcscence microscopy showed that this
incredse in Timum's staiming comcides with an incresse In the symap-
fic buttns of the SO with similir choracteristics of ME buttons: ot
e stratum lucidum (Ramirez-Amaya of af,, 1999 Henee of al.,
J00); Gulimberti ef al., 206; Schjetnun & Escoboar, 20012} Our his-
mlogical analysts shows that an eoute infusion of NT-3 at CAJ area
induces  biloernl  symaptogenesis, with a  prominen)  ipsilateral
enhancement, Biluteral reorganizaton of this nature bas also been
ohserved in the raf lippocmpus affer smilateral intaventncalar and
intrahippocimpel injections of kainic scid, which produces extensive
seizure pctivity (Daveapon et af, 199 Sundstrom er af, 19930
following high-frequency MF stimolatinn in the absence of sedaure
phenomena (Escabur ef af,, 19977 and a5 0 consequence of BDNE
admmistmtion o dhe ME pathwoy  (Gomes-Palacioe-Schyetnam &
Escobier, 2008). Tht MF svnnptogenesis was ohserved  bilaterally
suggesis that NT-3-induced poemiation affects nearonal finng pa-
terns in the hippocamipal petwork probably through the activaiion of
hippocompal commisseral pothways, panticulurdy through the activa-
tion of glutmmatergic hilar mossy cells (Henze er af., 208000, Contra-
lateral MF  svnaptovenesis mmghl  ilso be supportied by the
commmizsural fibres that ongimate from CAS pyramidial cells . and
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prvect via the hippocampal commassune e the contralateral CAS
ares (Escobar eral, 1997 Scharfman er of 20020 Scharfman,
2000% In foel, it has heen repored that stimulation of the CA3
region sctivates contralateral CA3 cells via commissural projections
(Bliss ef al., 1983; Queime & Mello, 2007) damd induces associative
MF LTP {Derrick & Martmez, 1994). Additsonally, Brambhom e el
{ 19946 repored an enhancement in commissural responses after uni-
lterl TP ol the DG thi correlates with bilseral nerve prowdh fue-
tor {(NGFL BDNF as well as TrkB and TrkC mBENA expression
entumcement, Thus, relevant aefivation of the condralateral  MFs
theoagh the comimissoral projcion may mduce synipHogenssis s i
result of associaive LTE In the present experiments, K253
blscked the morphological reorgunization elicited by NT-3. Molecu-
lor mechanisms eliciied by TrkC activation are also imporantly
reloted to0 stroctirnl plasticity. In this regard it has been described
that NT-3 potentiotes symaplic ransmission and enhances synapstn
and synaplophysin fevels, producing changes in synaptic morphal-
oy al the nenromisculan synapse (Waig of al., 1995), Furthenmore,
it hias been reported it the fack of TrkC results in smaller amd Jess
complex. MF butions, as well as i o reduced number of synaptic
vesicles, altering the synapiogenesis sand maturation of MF terminals
{Muartinee ef al. 1998; Otal ef af, 2005). In the same order of ideas,

il has been observed thaot o prolonged introvenincular mivsion of

NT-3 (12 pefduy for 14 davs) triggers MF sprouting i the inner
misleewlar luyer of the DG and the SO of the CAS region (Xu o @l
2002,

NT-3 produces 8 metaplastic effect resulfing in an MF LTP-
HFS blockades

Changes i symuphic efficocy und morphology are examples of the
versatibe moditications thil synapses omdergo as a result of sclivizy,
It has been proposed that these Hebbian forms of plasticiy woulid
need some vpe of homessttic megolaton o preserve 08 ddegusie
funeiion (Davis, 2006, Nelson & Twmigam, MKW Homeostatis
forms of plesticity might provide the globul regulanion necessary 1o
mairain synapic strength and plasticity within a funciional dy namic
range. These forms of plasticity operite with diverse mechanisms,
for exumple by ulienng the obility of syiapses: o underzo subse-
quent Hebbian modibcabons {(meteplosticity . which iz thought mot
only e be essential o meonbn synepses within o dymimie fune-
tiomal riange bul adso 10 be required for the mointenance of & mem-
ary tce (Abbont & Nelson, 2000k Perez-Oana & Ehlers, 2005;
Abeahany, 2008 Thas, considesing the NT-3 effects on MF synaptic
efficacy und morphology, in the present study, we used intrehippa-
campal microinfusion of NT-3 i analyse its effects on lopg-temm
functional and morphofogical svnepric reorgonization induced by
subsequent MEF-FHFS, sulficient to mduce LTP in adult rats in yve,
Ouir present rsults show it ifesson of NT-3 inidates the regu-
ltory  mechamsms: that mwodify the: abaliy of the MF pathway 10
present LTP induced by HFS, Recéntly, we showed thit BDNF
modifies: the functional symiptic - plasticity induced by HFS at the
MF synapse @ vive (Schjeman & Escobar, 20025, Here we observed
that the NT-3 infusion produces o metaplastic effect resulting in an
ME LTP blockade when HFS is applied 20 min after NT-3 infusion,
before NT-3 potentlation is initiabed, This fdea ix supporied by pre-
vious sludies which show that repeatad tetanmieation episodes o the
CAl pathway ainhibit the subsequent induction of LTP (Fuji er af,,
P90 Huang e al, 199210 In addition, i the present study we
included mnaddiional group in which HFS was applied 60 min
after WT-3 infusion, when NT-3 potentiation {5 stable. The resulis
show (Supporing  Information.  Figs. 81 ond  852)  that  once

NT-3-LTP wt the MF pathway has been established it 1s nol affected
i the same propomaon as ot is when HFS bs applied o early patenti-
aliom sttes, These resulis underlie the refevance of the stae of
activity of the seteawk as u cntical determinant of the magnitude of
ithe metaplistic change produced.

In the perfomnt puthway it has been reponed that LTP is accom-
panied by o pobust, lomg-lasting reduction in lateral path paired-pulse
facilitation (Chnstie & Abmbam, 1994}, Similar reports huve been
presented e the maotor cortes, where LTP has been blocked 0 om-
mials previcusly maned inoa motor-dependent sk (Riouli-Pedoni
ef af ., HEITY, as well as in the insular comex, where LTE has been
Blocked i amimals previously wained in 2 conditioned iste aversion
sk {Rodropuez-Durdn ef o, 2001). These studies. together with
mur present resulis; suggest that previons relovant stimelation (o a
given pathway, in which poientiation s no strictly evident, initistes
metaplastic events thot mudify s subsequent ability o produce
synaplic plisthciiy.

The molecubsr awbentty wnderlying memaplasicity  has ool been
firmiy established. A series of experiments performed in the visual
coviex had shown that dark rearing can modify the thresholds for
the induction of LTP and LTD in visual cortical neunsns in pan by
an expenence-dependent switch in MMDA receptor subunil commpo-
siticn which  produces  different caleium  currents  (Philpot ef al.,
2003, Quimban e af,, 2004}, The curment evidence suggests that sev-
el calchum-dependent semsors gould regulate recepror maificking o
increase or decoese the accumulaton of plutimile recepiors al syn-
apiic siles (Melson & Turrigiano, 2008), The metaplasuc effect
ibserved in the present siidy wis blocked by infusion of NT-
3 = K232, suggesting that NT-3 is imporantly implicated in the
response of the MF pathwasy to subsequent syonpioc  plosticity
through the setivation of its Trk receptors. In this reganl, it has been
observed that overexpression of TrkC enhances hippocampal synup-
the sectivity and LTP al the Schaffer collateral-commissural pathway
aid lesds o significant imereases e level of hippocampal expres-
sion af NMDA recepior subunits (Sahun e ol 20073, activation of
which is o key trigger for metaplastic changes that inhibit subse-
quent induction of synaptic plasticity (Abmbam, 2008). Funhcrmore,
NT-3  enhences  x-amino-3-hidroxy-5-methyl--isoxazolepropionic
wid (AMPAWKuinate receptor-medinted  ast monosynoptic EPSP
cliviied o motoneurons, and this action requires: the availabsliy of
fungtional NMDA receplors (Arvanoy ef ol 2 Arvanian ef al.,
200ey, Glutmate AMPA amd NMDA recepiors have been consid-
ered as regulaiors of the response of a pathway 10 subseguent symap-
tic plasticaty and have been previously suggesied to underlie the
homeostatic mechanisms that allow synaptic imegraton (Abrabam,
2008},

NT-3 mocifies the pathern of synaplic reorganizalion induced
by hippocampal MF HFS

Structural plasticity as g result of activiiy hes been proposed o sup-
por synaptic consolidaiion {Lynch ef gl 2007). Therefore.: the
medulation of such structural modifications in response o previous
pctivity necds to be tuken into considerabion. Our resulis show thal
in vive miusion of NT-3 poor o HES application at the ME-CAJ
pathseay modifies the synapic neorganmizatbon pattem observed afier
HFS, presenting @ pronconced reorganzstion ol the CAX SOSF with
an enhanced biloteral appearance. As meationel above, bilieral
recrganization of this neiure has also been observed after injections
of kainic -acid (Davenport er of.. 1990 Sundstrom e ol 1993)
fallowing HFS at the MF pu.thw:;} {Escobur of cil., 19975 aml sfter
intrehippocampul micrombusion of BONF {Gomez-Palacio-Schjetnan
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& Escobar, 2008 Cur electron microscopy results cormoborate an
inerease in MEF synapiic lerminls i the SO of NT-3-inlused aduli
rats with marphological characteristics simikar (0 those found in the
5L This suggests that NT-3, followed by HES, initistes 1 homes-
stutic redistribution of synapses. Although it has been proposed that
strocturnl reorpanization of synapses: could be produced a5 5 conse-
quence ol homenstatic plusticity, the dynamics of structural modif-
vutions reloted 0 homeostetic plasticily  have besn  scurcely
investigated (Butz e o, 2009, Repons of ineresses In strectural
plasticity as @ result of previous activity coincide with our present
study. Harms er al, (2008) reported un increase inspine size while
occhuding LTP after previous stimulagion. In addition, chronic infu-
sion of NT-3 indvced MF sprouting  sccompuanied by down-reguls-
tion of TrkA and TrkC receptons (Xuo e af,, 2002} Interestingly,
NT-3 regulaies ithe subseguent BONF-lependent incresse in fre-
quency and amplitude of miniatoee excitalony postsy nptic cumrents
(mEPSCs) in colwred hippocampal newrons (Paul et af . 2000
Maoreover, it hos been repored that reciprocal mteractions between
newrotrophins, especially between BONE and NT-3, ploy an rmpor-
tant role i the petivity-dependent motoration of corical sysiems
{MeAlhster of ol 1997, Yamamoo & Hopamurn, 20050, and recip-
rocally incrednses each other's mENA cortieul levels (Xiong e o,
2002: Parz & Wahle, 2004 ) Furthermore, NT-3 infusion decreased
BDNF mANA and protein expression in inmct sensory nerves
iKarchewski e ol 2002), as well as in the hippocampues (Uil
er al., 2007,

In summisry, our mwesults show that micrombusien of NT-3 elicits
functsonal modifications in svaaptie efficacy ot the DGACAZ hipjo-
campal projection of anesthefized  adult rais:  these  Tunctional
changes are accompanied by o presynapiic structural recrganizaton
ut the hippocampal MF pathway 7 days after neurstrophin applica-
ton, These findings support the idea thist NT-3 plavs an onportant
role as i sviuptee modulater of schvity-dependent symipte plastacity
in the MF-CA3 pithway, Furthermore, our resolis sbow thar NT-3
microintfusion modifies the fusctional and momphological synapiic
Masticity induced by HFS o the MIF synapse Jn vivda, These resulis
nre in accordance with the idea that WNT-3 actions modify the ahility
i present subsequent plasticity, @ homeosiutic mechanism thouzhs
tr b essential for the sypaptc integration omong prolonged empo-
il domatns in the adull msmmalian B

Supparting Infermation

Additional supporting information cun be found. in the ooline ver-
shom of this article:

Fig. S1. Effects of seote NT-3 infusion applisd 1 b peior w0 delivery
of lgh-lrequency stimulaien on MEP-CAS responses in vive,

Frg. 52 NMIBA receplor-mdependency of the MP-LTP induced by
HF5.
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Supplementary material

One additional group was processed in order to analyze the interaction between
NT-3 and HFS once NT-3 potentiation has been established. For this purpose
electrophysiological recordings at the MF pathway were performed in anesthetized
animals as previously described in the present document. NT-3+HFS60 group
(n=7) underwent surgery, had electrodes implanted and received HFS 60 min after
intrahippocampal microinfusion of NT-3 (2ug/2pl/0.2ul/min; Alomone Labs.,
Jerusalem; Jiang et al., 2001; Messaoudi et al., 2002; Escobar et al., 2003; Ou &
Gean, 2006; Gomez-Palacio-Schjetnan & Escobar, 2008).

The CA3 EPSP consisted of potentials of 0.39+0.03 mV (mean + S.E.M.) elicited
with 40 pA current pulses of 0.1-0.25 ms duration. These responses initiate at 1.8
to 3 ms post-stimulation and presented its valley at 8 ms with an average slope of
0.14+0.011 (mean + S.E.M.) in agreement with previous studies (Derrick et al.,
1991; Escobar et al., 1997, Schjetnan and Escobar 2012). NT-3 produced an
enhancement in the CA3 field EPSP slope values that started approximately 20
min after neurotrophin infusion, reaching a stable plateau at 1hr. Application of
HFS 60 min after NT-3 microinfusion, showed that once NT-3-LTP at the MF
pathway has been established it is not affected in the same proportion as it is when
HFS is applied at early potentiation states (Figure S1). Repeated-measures
ANOVA for after tetanus slope increases revealed significant differences among
groups NT-3+HFS60, NT-3+HFS and NT-3 groups F, 2= 27.47; P<0.001. Post-
hoc analysis with Fisher's test showed significant differences between NT-
3+HFS60 and NT-3+HFS groups (p<0.001), but not between NT-3+HFS60 and
NT-3 groups. At 2 h post-infusion, the percent changes (+ S.E.M.) in the EPSP
slope for the NT-3+HFS60, NT-3+HFS, and NT-3 groups were 139.89+1.01, 99.01
+ 0.28, and 141.37 + 0.39, respectively. NT-3 induced potentiation was not
associated with afterdischarges or other overt epileptiform activity as assessed by
the continuously recorded hippocampal EEG.

In order to verify the NMDA receptor-independency of the MF-LTP induced by the
protocol of stimulation used in the present study (3 trains 100Hz/1s/20s intertrain),
two additional groups were processed. For this purpose electrophysiological
recordings at the MF pathway were performed in anesthetized animals as
previously described in the present document. CPP group (n=5) and VEH-CPP
group (n=4) underwent surgery, had electrodes implanted and 30 min before the
HFS application (3 trains 100Hz/1s/20s intertrain) received intrahippocampal
microinfusion of the competitive NMDA receptor antagonist (RS)-3-(2-
carboxipiperazin-4-y1)-propyl-1-phosphonic acid (CPP) (3 nmol/ul; 0.2 pl/min;
Tocris, Ellisville, MO) or its vehicle (Escobar et al., 2002; Martinez et al., 2011;
Barea-Rodriguez et al., 2000).

The CA3 EPSP consisted of potentials of 0.38+0.07 mV (mean + S.E.M.) elicited
with 40 pA current pulses of 0.1-0.25 ms duration. These responses initiate at 1.8
to 3 ms post-stimulation and presented its valley at 8 ms with an average slope of
0.15+0.003 (mean + S.E.M.) in agreement with previous studies (Derrick et al.,
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1991; Escobar et al., 1997, Schjetnan and Escobar 2012). Repeated-measures
ANOVA for after tetanus slope increases showed no significant differences
between groups F;7= 3.71; P<0.252. Post-hoc analysis with Fisher’s test did not
reveal significant differences between CPP and VEH-CPP groups. At 2 h post-
infusion, the percent changes (+ S.E.M.) in the EPSP slope for CPP and VEH-CPP
groups were 139.88 + 2.97 and 138.12+3.23, respectively. The potentiation
induced by HFS was not associated with after discharges or other overt
epileptiform activity as assessed by the continuously recorded hippocampal EEG.
These results corroborate the NMDA receptorindependency of this form of MF-LTP
in agreement with previous studies (Harris & Cotman, 1986; Derrick et al., 1991,
Derrick et al., 1992; Escobar et al., 1997; BareaRodriguez et al., 2000; Harrison et
al., 2002; Thompson et al., 2003).

104



250

NT-3+HFS60 (n=7)
| - NS
= v/
w 200 | 2 '
0
3
]
2
w
£
o
:
m o4
50 A 1 A L " 1 " L A L A 1 A 1 " 1 A L A L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Time (min)

Supplementary figure 1

250

oCPP (n=5) ®VEH-CPP (n=4)

M\

7
“

Percent change EPSP slope (+S.E.M.)

50 1 A L A | — Ry 1 A ¢ A 1 A 1 Fa— | Po— | "

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Time (min)

Supplementary figure 2

105



Supplementary figure caption

Figure S1. Effects of acute NT-3 infusion applied one hour prior to delivery of
high-frequency stimulation on MF-CA3 responses in vivo. Plot of mossy fiber
evoked responses from animals that received NT-3, 60 min before delivery of HFS
(arrow). The top of the graph shows representative traces of MF fiber field
potentials obtained immediately before NT-3 microinfusion (full line), and 100 min
after (dotted line) HFS. Scale bar: 5ms and 0.15 mV. Arrows indicate HFS delivery
(3 trains 100Hz/1s/20s intertrain). Bar indicate the infusion period.

Figure S2. NMDA receptor-independency of the MF-LTP induced by HFS. Plot
of mossy fiber evoked responses from animals that received the competitive
NMDA receptor antagonist (CPP, open circles) or its vehicle (VEH-CPP, filled
circles) 30 min before delivery of HFS. The top of the graph shows representative
traces of MF field potentials obtained immediately before (full line) and 170 min
after (dotted line) HFS. Scale bar: 5ms and 0.15 mV. Arrows indicate HFS delivery
(3 trains 100Hz/1s/20s intertrain). Bar indicate the infusion period.
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15. ANEXO I

El anexo Il es la revision que trata sobre la participacion de la Neurotrofina-3 en la plasticidad

sinaptica. El documento esta en preparacién y sera enviado proximamente a publicacion.
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La neurotrofina-3 y la plasticidad sinaptica

Laura E. Ramos-Languren y Martha L. Escobar

Resumen. A partir del descubrimiento del factor de crecimiento neuronal (NGF) en a principio de
la década de 1950 y del factor neurotrépico derivado del cerebro (BDNF) en 1982, se acumularon
numerosas evidencias sobre la participacion de estas proteinas en diversos procesos de
diferenciacion y proliferacion celular, supervivencia, crecimiento, migracién y formacién de
sinapsis. A principios de 1990 se identificaron nuevos miembros de esta familia de proteinas
denominadas neurotrofinas, la neurotrofina-3 (NT- 3) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5), de las cuales
también se inicid una serie de investigaciones en torno a ellas y su relacién con el desarrollo, la
fisiologia, la plasticidad sinaptica y la patologia del sistema nervioso. Actualmente se sabe que las
neurotrofinas modulan de manera importante las capacidades funcionales de poblaciones
neuronales, tanto en el sistema nervioso central, como periférico. En particular la NT-3 se ha
relacionado de forma importante en el desarrollo, la supervivencia y la diferenciacion neuronal,
asimismo se ha demostrado que modula la transmisién sinaptica y la excitabilidad neuronal. La
presente revision se centra en presentar evidencias acerca del papel que desempefia la NT-3 en
la plasticidad sinaptica, asi como en los mecanismos celulares que desencadena para llevar a
cabo sus acciones, brindando un panorama general en torno a lo que reporta la literatura respecto
a esta neurotrofina y su participacion en la funcionalidad del sistema nervioso.

Introduccién

El tratar de dilucidar los mecanismos mediante los cuales el sistema nervioso central (SNC)
almacena informacion por periodos prolongados, ha representado un reto para las
neurociencias en los ultimos afios. Entre los hallazgos mas importantes en este sentido, se
encuentran las recientes investigaciones que involucran al grupo de proteinas denominadas
neurotrofinas, en la plasticidad sinaptica de larga duracion en el sistema nervioso adulto
(Huang y Reichardt, 2001, Lu et al., 2005; Reichart, 2006). En el SNC las neurotrofinas se
encuentran expresadas predominantemente en la neocorteza y el hipocampo. Actualmente se
sabe que sus niveles de secrecion son regulados por la actividad sinaptica y que ejercen sus
acciones en la eficiencia de la comunicacion de las sinapsis tanto en las células presinapticas
como en las postsinapticas (Lu et al. 2005; Kolarow et al. 2007). La investigacion realizada
durante las dos décadas pasadas ha revelado que las neurotrofinas regulan casi todo los
aspectos del desarrollo de circuitos neuronales y su funcionamiento, incluyendo proliferacion y
diferenciacion, crecimiento axonal y dendritico, asi como las plasticidad sinaptica (Park y Poo
2013).

Las neurotrofinas y sus receptores

Las neurotrofinas son una familia de proteinas que inicialmente fueron identificadas como
factores de supervivencia en neuronas simpaticas y sensoriales, asi como en la induccién del
crecimiento de fibras neurales. Actualmente se considera que pueden modular diversos
procesos como el desarrollo, la supervivencia y la plasticidad sinaptica tanto en el Sistema
Nervioso Central, como en el Periférico (SNP) (Lu, 2003; Reichardt 2006). Dentro de esta
familia se ha identificado al factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor, NGF), el
factor neurotropico derivado del cerebro (Brain derived neurotrophic factor, BDNF), la
neurotrofina-3 (NT-3), la neurotrofina 4/5 (NT-4/5), la neurotrofina-6 (NT-6) y la neurotrofina-7
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(NT-7), las dos ultimas identificadas recientemente (Nilsson et al., 1998; Gotz et al., 2002). Se
ha descrito que varias de estas proteinas presentan una elevada homologia en su secuencia
polipeptidica entre ellas y que esta secuencia esta altamente conservada en diferentes
especies (Longhlin y Fallon, 1993).

Después del descubrimiento de las primeras neurotrofinas se propusieron algunos
criterios para poder considerar a una molécula como neurotrofina, entre ellos estan: (1) que la
molécula esté disponible en cantidades subsaturantes o limitantes, (2) que actien a nivel
presinaptico mediante su interaccion con receptores, (3) deben estar presentes a nivel de las
terminales nerviosas, (4) producir una accion inmediata de activacion de la fosforilacién en
tirosinas y (5) debe inducir el transporte retroaxonal de vesiculas endociticas transportandose
en ellas la propia neurotrofina con su receptor hasta el soma donde modulen la expresién
génica promoviendo la supervivencia y la diferenciacién neuronal (Oppenheim, 1989).

En la actualidad se sabe que las neurotrofinas pueden ser trasportadas de forma
anterégrada (Collin et al., 2001) como retrograda (Kohara et al., 2001). Son transportadas en
granulos secretores, su secrecion en el SNC es regulada fundamentalmente por la actividad
sinptica (Hartmann et al., 2001; Aicardi et al., 2004; Kolarow et al., 2007) aunque también se
ha postulado su secrecion constitutiva (Blochl y Thoenen, 1996; Farhadi, et al., 2000;
Lessman et al., 2003). Las neurotrofinas son sintetizadas originalmente como proteinas
precursoras denominadas proneurotrofinas (con un peso aproximado de 30kDa), estas
moléculas experimentan sucesivos cortes hidroliticos hasta lograr la forma madura de la
proteina (que tienen un peso aproximado de 14kDa), las enzimas encargadas de realizar
estos cortes son llamadas prohormonas convertasas (Chao y Bothwell, 2002). Una vez en su
forma madura las neurotrofinas forman homodimeros unidos de forma no covalente, se ha
reportado que la dimerizacion es esencial para que puedan ejercer sus acciones, ya que
permite que la proteina sea menos soluble y mas estable (Binder, 2007).

Hoy en dia se conocen dos tipos de receptores para las neurotrofinas. El primer tipo de
receptor es glicoprotéico de baja afinidad (Kd= 10° M) con las neurotrofinas maduras,
perteneciente a la familia de receptores TNFR (tumour necrosis factor receptor) denominado
p75"R (Neurotrophin receptor of 75 kDa) que interactia con todas las neurotrofinas con una
afinidad muy similar (Frade y Barde, 1998). El segundo tipo de receptores también son
glicoproteicos codificados por los genes trk; miembros de la familia de los receptores de
tirosincinasa (Trk). Los receptores Trk presentan una alta afinidad con las neurotrofinas
maduras (Kd= 10! M). Las glicoproteinas de estos receptores son especificas para cada una
de las neurotrofinas, actualmente se reconocen tres tipos de receptores Trk, siendo TrkA, al
cual se une preferentemente NGF, TrkB, al que se ligan BDNF y NT4/5 y TrkC, que tiene
sitios de union para NT-3, aunque se sabe que esta neurotrofina también puede ejercer
acciones a través de los otros dos tipos de receptores Trk pero con menor afinidad (Clary y
Reichartd 1994; Dechant et al., 1994; Strohmaier et al., 1996). Se ha descrito que el receptor
p75 puede funcionar como un correceptor al formar una estructura heterodimérica con el
receptor Trk genrando cambios en las constantes de afinidad hacia las neurotrofinas (Chao y
Lee 2004). Estudios recientes han mostrado que las proneurotrofinas al interactuar con los
receptores p75 ejercen efectos opuestos a los que realizan las neurotrofinas en su forma
madura, lo cual sugiere la importancia que tiene la segmentacién proteolitica de las
proneurotrofinas para dirigir los mecanismos de accidn de las neurotrofinas (Lu et al., 2005).

La union de las neurotrofinas con sus receptores induce una dimerizacion de estos
ultimos, lo que genera la autofosforilacion en multiples residuos intracelulares de tirosina
dando lugar a la unién con proteinas blanco para estos receptores. Dentro de las proteinas
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iniciales activadas estan la fosfolipasa C (PLC), la proteina p85 (que corresponde a la
subunidad no catalitica de la fosfatidilinositol-3-cinasa, PI-3K) y Shc (una secuencia que
contiene un dominio homodlogo a SH-2). La activacién de dichas proteinas blanco puede
generar la activacion de tres vias de sefializacion intracelular (figura 1): (1) la via de proteinas
cinasas activadas pos mitégenos (MAPKS), (2) la via de PLC y (3) la via PI-3K-Akt (o proteina
cinasa B), estas vias convergen en la fosforilacion (sitio Ser 133) del factor de transcripciéon
CREB (proteina de union al elemento responsivo a AMP ciclico) (Patapoutian y Reichardt,

2001).

> — Y 490
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Figura 1. Vias de sefializacion activadas por las neurotrofinas. Los receptores Trk controlan tres vias de
sefializacion. 1) La fosforilaciéon de Ras inicia la activacion de la via de MAP cinasas, lo que promueve procesos
como la diferenciacion y el crecimiento neuronal. 2) La activacién de PI-3K iniciada por Ras que fosforila a PKB y
ésta a GSK3 promoviendo la supervivencia ¥ el crecimiento neuronal. 3) La activacién de la via PLCy se inicia
por la forforilacion de un residuo de tirosina’®® y tiene como resultado el incremento de calcio intracelular que
activa a proteinas cinasas (como PKC y CaMK) relacionadas con la plasticidad sinaptica (Modificado de
Reichardt, 2006).

La neurotrofina-3y su expresién en el sistema nervioso

La NT-3 fue identificada en 1990 por varios laboratorios simultaneamente (Ernfors et al.,
1990; Hohn et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990a; Rosenthal et al., 1990), siendo la primera
neurotrofina identificada sin necesidad de purificar previamente la proteina nativa. Fue
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llamada también HDNF (Hippocampal derived neurotrophic factor, por su alta expresion en el
hipocampo) (Ernfors et al., 1990) y NGF-2 (Nerve growth factor-2) (Kaisho et al., 1990). Esta
neurotrofina presenta una homologia elevada estructural con NGF y BDNF (Thoenen, 1995),
es un polipéptido con un peso molecular de 27.2 kDa en su forma dimérica (figura 2), cuya
estructura madura consta de 119 aminoacidos y se genera de su precursor pro-NT-3, el cual
consta de 258 aminoacidos (Maisonpierre et al 1990b). Ya en su forma madura tiene una
identidad en su secuencia de aminoacidos del 57% y 58% con el NGF y BDNF,
respectivamente, teniendo una homologia aproximada del 48% entre estas tres proteinas. La
NT-3 al igual que el NGF y BDNF presentan seis residuos de cisteina altamente conservados.
(Maisonpierre et al., 1990b; Hallb6ok et al., 1993).

NT-3

Arg 103 Tyt 85

Figura 2. Estructura de la Neurotrofina-3. A laizquierda se muestra la estructura dimérica de la NT-3 obtenida
mediante cristalografia de rayos-X. A la derecha se muestran los 4 residuos mas importantes para la unién
especifica con su receptor TrkC: Leu 19, Thr 22, Tyr 85y GIn 83 (Butte et al., 1998).

La expresion de la NT-3 se presenta en diferentes especies como peces (Caminos et al.,
1999), anfibios (Duprey-Diaz et al., 2003); aves (Hallbodk et al., 1996) y diferentes especies
de mamiferos (rata, raton, gato, cerdo, mono y humano) (Maisonpierre et al., 1991; Ernfors et
al,, 1992; Lein et al., 2000; Garcia et al.,, 2003; Zhang et al., 2007).

Desde su descubrimiento, se describié que la NT-3 se expresaba en diferentes tejidos
como la piel, el corazén, el higado, intestinos, los rifiones, el esplenio y el timo. En el sistema
nervioso periférico la distribucion de NT-3 es mas amplia, con una alta presencia en la médula
espinal (Maisonpierre et al., 1990a). Respecto al cerebro, durante el desarrollo la expresion
de NT-3 es alta comparada con la expresion de otras neurotrofinas. Sin embargo, en dias
postnatales la expresion de esta proteina disminuye alrededor del 50%, aunque se mantiene
en niveles similares respecto al BDNF y NGF en areas como el hipocampo, el cerebelo y
algunas regiones de la neocorteza (Maisonpierre et al., 1990 a 'y b).

Durante el desarrollo del SNC la expresion de la NT-3 es mas prominente en regiones
donde hay proliferacion, migracién y diferenciacion de neuronas, en contraste a la expresion
del BDNF, el cual tiene una expresion mas elevada una vez que la neurogénesis ha ocurrido.
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Los niveles en ciertas regiones del SNC son muy similares para estas neurotrofinas, lo cual
muestra una relacién reciproca entre la NT-3 y el BDNF indicando que pueden actuar en las
mismas poblaciones neuronales del SNC y sugiriendo que la NT-3 juega un papel importante
en el desarrollo de estas neuronas (quiza durante el establecimiento de los contactos
singpticos) mientras que el BDNF puede actuar mas tarde en las mismas neuronas, por
ejemplo en procesos de maduracibn o mantenimiento de los contactos sinapticos
(Maisonpierre, et al. 1990b). El patrén de expresion de la NT-3 en el desarrollo del SNC tiene
similitudes con el de la nestina, una proteina de los filamentos intermedios cuya expresion es
caracteristica en regiones en neurogénesis (Lendahl et al., 1990).

En el cerebro adulto la expresion de la NT-3 se muestra en varias regiones como el
cerebelo, las capas I, lll, IV y VI de la corteza; y los niveles de expresion méas altos se
presentan en el giro dentado hipocampal (GD) (Zhang et al., 2007), donde se ha observado
que puede modular la neurogénesis, el mantenimiento de un fenémeno de plasticidad
sinaptica denominado potenciacion de largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) y el
almacenamiento de informacion en una tarea de aprendizaje espacial (Shimazu et al., 2006).

En 2004, el grupo de Shetty y colaboradores describieron que en el hipocampo de ratas
la expresion de la NT-3 se modificaba respecto a la edad encontrando que las ratas jovenes
tenian niveles promedio de 14 ng/g de tejido humedo, las ratas adultas un promedio de 17.5
ng/g de tejido humedo y las ratas seniles de 20.5 ng/g de tejido humedo, este incremento se
ha relacionado con el papel de supervivencia de las neuronas que se le ha atribuido a la NT-
3. Los niveles para NT-3 reportados en este estudio son muy similares a los que se reportan
para el BDNF, lo cual sugiere que la concentracion de estos factores neurotréficos en el
hipocampo adulto tiene una relacién con procesos plasticos como cambios morfologicos, la
LTP, el aprendizaje y la memoria.

Expresion y participacion del receptor TrkC en el sistema nervioso

Mediante el analisis con la técnica de Northern blot, Lamballe et al. (1991), mostraron que en
tejidos de raton adulto habia abundantes transcriptos para el receptor TrkC. Tres afios mas
tarde, a través de la técnica de hibridacion in situ realizaron un analisis de la expresion del
ARNmM del receptor observando que en tejidos no neuronales se expresa en areas como el
epitelio olfatorio, las glandulas sublingual y submaxilar, la lengua, la aorta, el diafragma, los
foliculos capilares y extremidades. Mientras que en el SNC reportaron que la expresion del
receptor TrkC coincide con el patron de expresion espacio-temporal de su ligando la NT-3,
resaltando la expresion para ambas proteinas en el hipocampo adulto en niveles altos en el
GD (figura 3) y en la capa granular del cerebelo. Asimismo en el sistema adulto se
encontraron que en la corteza cerebral tiene una intensa expresion en las capas Il, [l y VI. En
el diencéfalo la expresion mas marcada se localiza hacia la regién centromedial del tdlamo y
de manera mas superficial en la habénula; el nicleo mediodorsal del tAlamo aunque muestra
altos niveles durante la embriogénesis, no muestra expresién en la etapa adulta. En el
hipotalamo, los niveles de expresidén mas alta se detectan en los nucleos dorso y ventromedial
adyacentes al tercer ventriculo, asi como en la eminencia media (Lamballe et al., 1994).

De manera similar a la coincidencia en los patrones de expresion espaciales de BDNF y
NT-3, sus receptores TrkB y TrkC también manifiestan similitudes en cuanto a la distribucion
en algunas éareas del SNC, lo cual indica la interaccion de estas neurotrofinas con sus
respectivos receptores (Klein et al., 1990; Lamballe et al., 1994). Mientras que en el desarrollo
la expresion de TrkC correlaciona con la neurogénesis, la diferenciacion celular, la
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supervivencia y el crecimiento axonal, el mantenimiento de esta proteina a través de la etapa
adulta refleja que puede ejercer diferentes acciones en diversas etapas de la ontogenia
mediadas a través de la NT-3, mas adelante, en esta revision se presentan evidencias acerca
de su participacidn en el sistema adulto.

Figura 3.Hibridacién in situ para el receptor TrkC en el cerebro de ratdn adulto. Se muestran una seccion
coronal a nivel del hipocampo dorsal, se observa su expresion en la corteza (ctx), en el hipocampo (HF), nucleo
amigdalino (an), tAlamo (thal) e hipotdlamo (hypothal n). En el hipocampo (figura superior izquierda), todos los
campos de Ammon (CA1-CA3) y el hilus muestran la presencia del receptor, siendo las células granulares del
giro dentado las que muestran niveles mas altos para TrkC (modificado de Lamballe et al., 1994).

Tanto las neurotrofinas como sus receptores tienen una importante participacion en el
establecimiento adecuado de las conexiones sinapticas, en este sentido se ha reportado que
los receptores enddgenos tiene un papel fundamental en la formacion y maduracion de los
contactos que establecen las fibras musgosas hipocampales', ya que en ratones transgénicos
trkC” se ha observado una reduccion en el nimero de contactos y de vesiculas sinapticas de
estas fibras, también han reportado que estos ratones presentan alteraciones en la expresion
de proteinas asociadas a la liberacion de neurotransmisor, asimismo observaron una
disminucion en la longitud del estrato lacido?, sugiriendo que el gen que codifica para este
receptor tiene un rol en la modulacién de la formacion de contactos sinapticos (Martinez et
al., 1998; Otal et al., 2005).

! Fibras musgosas hipocampales: Son los axones provenientes de las células granulares en el giro dentado, que
envian sus proyecciones hacia las células piramidales del &rea CA3 y se han visto relacionadas con aprendizaje de
tipo espacial.

? Estato lacido: Capa hipocampal en donde se contactan las fibras musgosas con las dendritas apicales de las
células piramidales de CA3.
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El grupo de Delgado-Garcia reportd un estudio que apoya la idea acerca de que las
neurotrofinas y sus receptores pueden servir como moduladores de la eficiencia sinptica; de
este modo analizaron la sobreexpresion del receptor TrkC (TgNTRK3) en la plasticidad
sinaptica y la expresion de subunidades de receptores a glutamato. Para ello usaron un
paradigma de condicionamiento, donde el estimulo condicionado fue un tono y el
incondicionado un shock eléctrico, midieron los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE)
de campo en la via de las colaterales de Schaffer®, encontrando un aumento en la pendiente
de éstos durante las sesiones de condicionamiento en la cepa salvaje, este incremento
presentd una correlacion, respecto a la evolucién del aprendizaje; sin embargo los PPSE de la
cepa TgNTRK3 pese a que alcanzaron niveles extremadamente altos no tuvieron una
correlacion con las curvas de aprendizaje. La LTP generada en la cepa TgNTRK3 también fue
significativamente de mas duradera que en la cepa salvaje. Las modificaciones funcionales
fueron acompafiadas por cambios en la expresion de las subunidades de los receptores
NMDA®: NR1 y NR2B, pero no en su sitio de fosforilacion (Ser 896 6 Ser 897); ademas no
detectaron cambios para subunidades de otros receptores a glutamato como son los
receptores a kainato y AMPA® , en conjunto este estudio indica que la interaccién NT-3/TrkC
puede regular la transmisién y la plasticidad sinaptica a través de la modulacion de la
transmision glutamatérgica de la conexion de la via CA-3- CAl hipocampal (Sahun et al.,
2007).

La neurotrofina-3 y su participacion en la modulaciéon de la funcionalidad y estructura
sinaptica

En el sistema nervioso periférico

La funcionalidad del sistema nervioso es crucialmente dependiente de las conexiones
sinapticas precisas entre las neuronas que lo constituyen. Incluso después de que el patron
inicial de conectividad es establecido, la fortaleza de las conexiones es modulada pre y
postsinapticamente. Esta modulacion permite que tanto la presinapsis como la postsinapsis
se ajusten a las entradas de informacion para cambiar la comunicacion y la estructura
sinaptica. Actualmente se conoce que las neurotrofinas pueden modular estos procesos, de
modo que en un periodo corto de tiempo (segundos) estan asociadas con el fortalecimiento
de las sinapsis preexistentes y en el largo plazo (horas o dias), sus acciones involucran la
formacion y mantenimiento de nuevos contactos sinapticos (Lu, 2004).

En cultivos de sinapsis nheuromusculares (SNMs) de Xenopus laevis se ha descrito que
la exposicion aguda con BDNF y NT-3 potencia rapidamente la transmisién sinaptica,
incrementando las corrientes sinpticas espontaneas (CSE); ademas el tratamiento en
periodos prolongados con las mismas neurotrofinas produce cambios significativos en la
plasticidad sinaptica y la morfologia presentando aumentos en la arbororizacién y nimero de
contactos sinapticos, asi como un incremento en los niveles de proteinas relacionadas a la

® Colaterales de Schaffer: Conexion formada por los axones de las células piramidales de la region CA3
hipocampal que hacen contacto con las células piramidales del area CAL.
* NMDA: N-metil-D-aspartato, receptores ionotrépicos a glutamato, permiten la entrada principalmente de calcio,
aungue también pueden permitir el paso de potasio y sodio a través de ellos.
> AMPA: (a-amino-3-hidroxy-5-methyl-isoxazole propionic acid), receptores ionotropicos a
glutamato, que permiten la entrada de sodio, contribuyendo a la depolarizacion de las membranas.
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liberacion del neurotransmisor (sinapsina y sinaptofisina), estos efectos son dependientes de
la interaccion de las neurotrofinas con sus receptores de tirosina cinasa (Lohof et al., 1993;
Wang et al., 1995; Lu, 2004).

En este tipo de sinapsis (SNMs) también se han descrito algunos rasgos caracteristicos
requeridos para que la NT-3 efectle sus acciones sobre la plasticidad sinaptica de corto y de
largo plazo, estos son: la endocitosis del complejo receptor (NT-3/TrkC), la activacion del
sustrato de PI3K (Akt) asi como la sintesis de nuevas proteinas (Je et al., 2005). Este mismo
grupo un afo después (Je et al., 2006), ha reportado que la NT-3 en esta preparacién puede
activar a través de la interaccibn con su receptor TrkC dos vias de sefalizacion
simultaneamente para lograr diferentes efectos, mostraron por una parte, que para modular la
funcionalidad activa la liberacion de calcio intracelular, el cual da lugar a la activaciéon de
proteinas cinasas, donde destaca la activacion de la proteina CaMKIV que fosforila a CREB;
por otra parte, la modulacion de la formacion de nuevos contactos sinapticos esta dada por la
activacion de la via de las MAPKs (figura 4). Sin embargo los mecanismos que activa la NT-3
para llevar a cabo sus acciones no han sido totalmente esclarecidos, se ha planteado que
puede activar las tres vias activadas por las neurotrofinas, anteriormente descritas; sin
embargo, algunos estudios apuntan a una activacion predominantemente llevada a cabo
mediante la via de los fosfoinositidos (Yang et al., 2001; Je et al., 2005; Jin et al., 2005; Li et
al., 2008), aunque en otros estudios se muestra que activa vias de sefializacion distintas (Hu
et al.,, 2004; Esteban et al., 2008); no obstante, es importante tomar en cuenta el tipo de
preparacion, el proceso con el que se involucra la accion de la neurotrofina, asi como el tipo
celular.

Como se menciono en lineas anteriores, se ha propuesto que después de que el patron
inicial de conectividad es establecido, la fortaleza de las conexiones puede seguir siendo
modulada. Esta modulacién permite que la pre y la postsinapsis se ajusten a las entradas
sinapticas para cambiar la talla de los sitios sinapticos y para generar posibles arreglos de la
fortaleza sinaptica inducidos por diferentes entradas presinapticas. Arvanian et al. (2004)
mostraron que el periodo critico para la modulacion de las entradas sinapticas a las
motoneuronas (MNs), es controlada por la expresion de una subunidad particular del receptor
NMDA (NR2D). Experimentos recientes han mostrado que la NT-3 producida en las sinapsis
de las uniones neuromusculares modula la fortaleza de las conexiones entre las células
musculares y las MNs (Chen et al., 2002; Arvanian et al., 2006). La ausencia de NT-3 en los
axones que inervan a las células musculares ya sea por el corte de los nervios hacia el
musculo o por bloqueo genético de la NT-3 causa una reduccién en la fortaleza sinaptica y la
aplicacion exdgena restaura la pérdida en ambas situaciones (Munson et al., 1999; Chen et
al., 2002). En animales seniles, estos efectos ocurren lentamente (1-2 dias); sin embargo,
durante la primera semana postnatal la aplicaciéon de NT-3 en la médula espinal potencia las
entradas de las células musculares provenientes de las MNs en minutos y este efecto
permanece al menos varias horas después de que la NT-3 es removida (Arvanov et al.,2000).
Esta potenciacion rapida requiere de la activacion de los receptores NMDA en las MNs, ya
gue el bloqueo de los receptores por medio de MK801 en las MNs bloquea la potenciacion.
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Figura. 4. Modelo propuesto para explicar los mecanismos celulares que subyacen ala modulacién de la
NT-3 en la estructura y funcionalidad sinaptica (Modificado de Je et al., 2006).

En el sistema nervioso central

En el SNC se ha reportado que la actividad neuronal elevada como la induccion de LTP
incrementa la expresion de ARNm de NT-3 y de su receptor TrkC en el GD hipocampal, lo
gue sugiere que esta neurotrofina juega un rol en la plasticidad sinaptica en el SNC
(Bramham et al., 1996). Un hallazgo de gran relevancia fue descrito por Kang y Schuman en
1995 (a y b) donde mostraron que en rebanadas hipocampales el bafio de NT-3 inducia LTP
en la via CA3-CAl. Ademas encontraron que al infundir NT-3 y posteriormente inducir
estimulacién de alta frecuencia capaz de generar LTP, esta ultima no era bloqueada al
menos una hora después del tratamiento con la neurotrofina, indicando que los mecanismos
gue subyacian al incremento de la eficiencia sinaptica inducido por la NT-3 pudieran
interactuar en las fases mas tardias de la LTP, en el area CAl se ha descrito que los
mecanismos responsables de la LTP son dependientes de los receptores NMDA, los cuales
como ya se ha descrito pueden ser modulados por las neurotrofinas. En la blsqueda del
esclarecimiento de estos mecanismos, los mismos autores sefalaron que para la NT-3 0
BDNF generen esta LTP en esta via hipocampal se requiere de la activacion de calcio
intracelular, puesto que al bloquear receptores de las pozas de calcio intracelulares, la LTP
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generada por neurotrofinas era blogueada, planteando que el posible mecanismos de
interaccion entre las neurotrofinas y los receptores NMDA, puede converger en la
sefializacion de calcio intracelular (Kang y Schuman 2000).
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Figura 5. LTP inducida por NT-3. La grafica muestra el cambio porcentual de la pendiente de los PPSE,
inducido por la infusion aguda de NT-3 (barra negra) en la via CA3-CA1l. En la parte superior se observan los
trazos representativos de los PPSE para la linea base (1) y para la LTP-NT-3 (2). (Kang y Schuman 1995a).

Como ya se describio, la expresion del gen que codifica para la NT-3 en el cerebro
adulto se halla altamente confinado al giro dentado, en esta regién Shimazu y colaboradores
recientemente encontraron que al realizar una mutacion para el gen que codifica para NT-3, la
cual se activd hacia la etapa adulta, se generaban déficits para el aprendizaje de una tarea
espacial (el laberinto acuatico de Morris®), lo cual indica la participacién de la neurotrofina
enddégena en la modulacion del aprendizaje en la etapa adulta; asimismo encontraron que
pese a que se podia inducir LTP en la via del patron perforante lateral al giro dentado
hipocampal, habia un dafio en el mantenimiento de la LTP, es decir que esta proteina
participa en el largo plazo del fenomeno de LTP. De manera importante resaltan la afectacion
en la neurogénesis en los ratones mutantes que posiblemente esta relacionada con la
regulacion de la plasticidad sinaptica de largo plazo, enfatizando que la NT-3 ademas de tener
una funcion primordial en la neurogénesis en etapas tempranas del desarrollo, en el sistema
adulto sigue modulando este proceso que se ha asociado a la renovacion y fortalecimiento de
las conexiones sinapticas. Considerando estos resultados, resulta importante sefialar que es
necesario seguir abordando el papel de la NT-3 sobre los procesos de almacenamiento de la
informacion en el SN.

Una serie de investigaciones ha tratado de analizar la interaccion entre las distintas
neurotrofinas para lograr una comprension de dichos procesos plasticos. Dentro de estas

® Laberinto de agua de Morris: Es una tarea de aprendizaje espacial, en la que se introduce al animal dentro de
recipiente lleno de agua opaca que tiene una plataforma de escape colocada en una posicion constante. EI animal
puede aprender a relacionar claves espaciales externas con el lugar de la plataforma. Se cuantifica el tiempo en que
el animal tarda en encontrar la plataforma de escape. Esta tarea involucra al hipocampo.
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investigaciones, destaca la realizada por Patz y Wahle (2006), quienes describieron los
cambios en la expresion del ARNm de distintas neurotrofinas en diferentes estadios del
desarrollo en la corteza visual y analizaron también el cambio en los patrones de expresion de
estas proteinas cuando se realizaban tratamientos con alguna neurotrofina en particular,
encontrando que dependiendo de la neurotrofina infundida y de la etapa de desarrollo, la
expresion de otras neurotrofinas se modificaba en comparacion a los cultivos control,
indicando que una caracteristica interesante de las acciones de las neurotrofinas, es que
pueden autorregular su produccion o la de otras proteinas miembros de esta familia.

En este sentido, en relacion a la participacion de la NT-3 se ha reportado que el pre-
tratamiento con NT-3 regula los efectos del BDNF sobre la transmision singptica tanto en las
sinapsis excitadoras como inhibidoras de cultivos hipocampales y se ha observado que el
tratamiento con NT-3 puede modular los niveles de expresion del BDNF y el pro-BDNF en el
hipocampo de rata adulta (Gottmann y Lessmann 2001; Ullal et al., 2007). Es relevante
resaltar que la NT-3 disminuye los niveles basales de BDNF posiblemente para resguardar al
sistema de una sobreactivacién que pueda resultar dafiina para las neuronas. Tras inducir
epilepsia de forma experimental, se observan incrementos en los niveles de BDNF, lo que
puede contribuir a mantener el fenbmeno, es por ello que posiblemente para rescatar al
sistema de una excitacion constante que puede conducir a la muerte neuronal la NT-3
disminuya los niveles de BDNF para asi reducir la epilepsia.

El pre-tratamiento con NT-3 disminuye la induccion de epilepsia experimental
probablemente a través de la regulacion de los receptores TrkC y TrkA, indicando un papel
protector para esta neurotrofina. Se sabe también que puede modular la reorganizacion
sinaptica que se induce tras la epileptogénesis en las fibras musgosas y que por si sola
también puede incrementar el nUmero de contactos sinapticos de estas fibras, acentuando su
rol neurotrépico en un area relacionada a los procesos de aprendizaje y memoria (Xu et al.,
2002). El caréacter regulador de NT-3 sobre la formacion de nuevos contactos sinapticos en el
SNC ha sido escasamente descrito (Schwyzer et al., 2002), aunque los estudios reportados
en el SNP muestran la potencialidad de esta proteina para regular la morfologia sinaptica.

La participacion de la neurotrofina-3 en la patologia

En ratones haploinsuficientes del gen que codifica para NT-3 (NT-3*") se ha reportado
gue manifiestan una actividad disminuida en la epilepsia experimental en la amigdala,
muestran también defectos cardiovasculares, disminucion en el numero de
mecanorreceptores y una pérdida considerable de neuronas en el SNP (Chao, 2003). Para la
demencia de Alzheimer se ha encontrado que los niveles de NT-3 tienen una disminucién en
la corteza motora (Schindowski et al., 2008). En cultivos de neuronas corticales se ha visto
gue la NT-3 induce un efecto protector contra la toxicidad que induce la proteina Abeta,
debido a que reduce la actividad de las caspasas 3, 8 y 9; el efecto neuroprotector se
correlaciond con un incremento en la fosforilacion de la proteina Akt, es decir que NT-3 regula
estos efectos mediante la activacion de la PI3-K (Lesne, 2005). Por otra parte se ha
observado que la NT-3 previene la degeneracion de neuronas colinérgicas en el locus
coeruleus (Arenas y Persson, 1994).

Respecto a otras patologias se ha descrito una disminucion en los niveles de NT-3 en el
liquido cefalorraquideo de pacientes con trastorno depresivo (Hock et al., 2000). Asimismo en
pacientes con hipocondria y esquizofrenia se ha visto disminucién de esta proteina (Brondino
et al., 2008; Vargas et al., 2008). Finalmente para ratones transgénicos que semejan el
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sindrome de Down (el modelo Ts65Dn) se encuentra una alteracion en los niveles de
expresion de la NT-3.

El grupo de Gémez-Pinilla ha reportado que el ejercicio voluntario puede incrementar los
niveles de neurotrofinas, para el caso de la NT-3 dicho incremento puede alcanzar hasta de
un 250%, también ha descrito que el ejercicio posterior a una axotomia en la médula espinal
puede restaurar la disminucion en niveles de neurotrofinas (Goémez-Pinilla et al., 2001; Ying et
al., 2003; Ying et al., 2005). Estos estudios apoyan la idea acerca de generacion y empleo de
tratamientos terapéuticos, los cuales puedan restaurar los niveles de las neurotrofinas que de
forma importante modulan numerosos procesos fundamentales de las neuronas. No obstante,
se debe explorar mas a fondo, para tener una visibn y comprension mas claras de los
mecanismos de accion de las neurotrofinas tanto en un sistema normal como en la patologia.

Conclusiones

El abordar los procesos mnémicos a partir del estudio de las bases celulares que los
sustentan, nos brinda una concepcion mas clara de la génesis del comportamiento de los
seres vivos. De manera que, la potencialidad de las neurotrofinas para fortalecer o modular la
transmision sinaptica y las modificaciones estructurales derivadas de ésta, representa una
valiosa herramienta para disecar los eventos celulares implicados en la adquisicion y
almacenaje de informacion.

Una de las acciones mas relevantes de la NT-3, es su participacion en la LTP (Kang y
Schuman 1995; Bramham et al., 1996; Shimazu et al., 2006), un fenbmeno que representa un
importante escaparate para el estudio del repertorio de cambios plasticos que expresan las
células del SN y por ello, es uno de los modelos experimentales mas utilizados para estudiar
fendmenos relacionados con el almacenamiento de informacion (Malenka y Bear, 2004). Los
mecanismos por medio de los cuales la NT-3 ejerce estos efectos en la eficiencia de la
comunicacion sinaptica no han sido del todo descritos, por tanto se requiere de subsecuentes
investigaciones que promuevan la descripcion puntual y acertada de estos mecanismos.

Debido a que las modificaciones de la estructura sinaptica son consideradas como uno
de los elementos fundamentales para el mantenimiento de la plasticidad sinaptica (Lamprecht
y LeDoux, 2004), la capacidad de la NT-3 para ocasionar cambios en la morfologia de las
sinapsis puede ser uno de los mecanismos clave de esta neurotrofina; por lo cual es de
relevante importancia describir mas fondo los efectos de esta proteina sobre la modificacion
de la estructura sinaptica. A pesar de que la literatura reportada, a mas de dos décadas
después de haber descrito a la NT-3, aln no se ha establecido por completo los mecanismos
gue desencadena, ni se conoce del todo los procesos con los que se relaciona; sin embargo,
las investigaciones en torno a sus funciones, reconocen a NT-3 como un mediador molecular
importante para el desarrollo de los procesos plasticos, los cuales forman parte del
funcionamiento del SN en diferentes etapas del desarrollo.
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