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Resumen:

La cinasa dependiente de ciclinas 5 (Cdk5) es una proteina cinasa altamente expresada en el
sistema nervioso central (SNC). La activacién de la Cdk5 depende de su unién con sus activadores
p35 y p39. Hasta la fecha se conocen al menos 20 proteinas que son fosforiladas por la Cdk5,
relaciondndola con multiples procesos fisioldgicos en el sistema nervioso como la diferenciacion
neuronal, migracién neuronal, liberacidn de neurotransmisor, sefializacion dopaminérgica y
plasticidad sinaptica, entre otros. Una de las regiones en donde se encuentra altamente expresada
la Cdk5 es el nucleo estriado, donde se ha encontrado que la Cdk5 modula la transmision

glutamatérgica y dopaminérgica en las neuronas espinosas medianas.

Ademas de sus acciones fisioldgicas en el SNC, se ha descrito que la Cdk5 participa en la etiologia
de procesos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Huntington (EH). Esta ultima es una enfermedad hereditaria autosémica dominante causada por la
insercidon de tripletes (CAG) repetidos en el gen IT15 que transcribe para una proteina llamada
Huntingtina. Una de las caracteristicas mas importantes de la EH es la muerte de las neuronas
espinosas medianas del nucleo estriado. Reportes recientes han mostrado que existe un
incremento en la actividad de la Cdk5 en el nucleo estriado en diferentes modelos de |la EH, se cree
que este incremento es importante para los procesos degenerativos ocurridos en las neuronas

espinosas medianas durante la EH.

En la EH, existen alteraciones en la plasticidad sindptica de las neuronas espinosas medianas, en
especial se ha encontrado que existe un cambio en el tipo de plasticidad sindptica inducido en las
sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales después de un tren de estimulacidn de alta frecuencia
(EAF). En condiciones normales, el tipo de plasticidad observado después de un protocolo de
estimulacién de alta frecuencia es la depresion a largo plazo (LTD por sus siglas en inglés). Sin
embargo, en diferentes modelos de la EH se ha reportado que el tipo de plasticidad inducido es la
potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés). La LTP observada en estos modelos puede
generar excitotoxicidad por la alta cantidad de calcio que entra a la célula y llevar a la muerte
neuronal. Hasta la fecha no se conocen con precisién los mecanismos responsables del cambio de
plasticidad en el estriado. Sin embargo, se sabe que ambos tipos de plasticidad son modulados por
la activacién de los receptores dopaminérgicos asi, es posible que modificaciones en la
sefializacion de estos receptores sean las responsables del cambio en el tipo de plasticidad

sindptica.



La Cdk5 modula la sefializacién dopaminérgica a través de fosforilar a la fosfoproteina DARPP- 32.
La fosforilacion de DARPP-32 por la Cdk5 inhibe la sefializacidén de los receptores D1, asimismo, se
ha reportado que la activacion de receptores dopaminergicos modulan la expresién y actividad de
la Cdk5. Por otra parte, se sabe que la Cdk5 participa en procesos de plasticidad sindptica en
regiones del SNC. Debido a lo anterior, es posible que la Cdk5 module los procesos de plasticidad
sindptica estriatal a través de la modulacidn de la sefializacién dopaminérgica, y que el incremento
en la actividad de la Cdk5 en modelos de la EH origine alteraciones en la expresidon de la

plasticidad sinaptica en el estriado.

En este trabajo se evalud el papel de la CdK5 en la plasticidad de las sinapsis corticoestriatales en
condiciones fisiolégicas normales y en un modelo farmacoldgico de la EH generado por la

inhibicidn del complejo Il mitocondrial.

Los resultados mostraron que en condiciones fisioldgicas normales, la Cdk5 modula la plasticidad
sindptica, ya que su inhibicidon favorece la induccién de LTP. La LTP obtenida a través de la
inhibicidon de la Cdk5 es sensible a la activacion de receptores dopaminergicos, la actividad de la
PKA, los canales de calcio tipo L y de los receptores NMDA. Asi mismo, se encontrd que la LTP
inducida por la inhibiciéon de la CdK5, tiene un componente postsindptico mediado por la PKA. La
LTD en cambio, exhibe un componente presindptico para su induccidn. Por otra parte, en un
modelo de la EH basado en la administracidon del acido 3-Nitropropidnico (3-NP), se encontrd un
incremento en la expresion de la Cdk5 y la pérdida de la LTD acompafiada de potenciacidn
postetanica si las células se estimulan con un tren de alta frecuencia. La inhibicién de la Cdk5 en
estas condiciones como se esperaba no logré restaurar la LTD, por el contrario, produjo un LTP
moderado. Por lo que el incremento en la expresion de la Cdk5 parece ser resultados de cambios
adaptativos producidos por la pérdida del LTD y no el origen de los cambios plasticos observados

en este modelo de la EH.



Abstract:

The cyclin dependent kinase 5 (Cdk5) is a highly expressed protein in the central nervous system
(CNS). Cdk5 activation depends on its association with p35 or p39. It has been described at least 20
proteins that can be phosphorylated by Cdk5, and it has been related with multiple physiological
processes in the nervous system as neural differentiation, neural migration, neurotransmitter
release, dopaminergic signaling and synaptic plasticity. Cdk5 is highly expressed within the
striatum, where it has been shown that it exerts a modulatory effect in the glutamatergic and
dopaminergic transmission in the medium spiny neurons. Cdk5 has also been related with
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease, Paskinson’s disease and Huntington’s

disease among others.

Huntington’s disease (HD) is a dominantly inherited autosomal neurodegenerative disorder caused
by the insertion of (CAG) repeats in the IT15 gene that encodes for a protein named Huntingtin.
One of the most prominent characteristics in HD is the selective degeneration of the medium spiny
neurons of the striatum. Recent reports have shown an increase in cdk5 expression and activity
within the striatum in different mouse models of HD. It is believed that this increment in Cdk5

expression is important in the neurodegenerative process of the medium spiny neurons in HD.

In HD, there have been reported synaptic plasticity abnormalities in the medium spiny neurons. In
special there is a switch on the type of synaptic plasticity of the corticoestriatal glutamatergic
synapses after high frequency stimulation (HFS). In normal conditions long term depression (LTD)
is the most frequently type of synaptic plasticity in the striatum. However in different models of
HD long term potentiation (LTP) but not LTD is the most common type of plasticity. The LTP
evoked in these models could lead to the generation of excitotoxicity, by the high amounts of
calcium that enters to the cell. Up to date it is not clear the precise mechanism responsible for the
switch in the striatal synaptic plasticity. However it is known that both types of plasticity depends
on the activation of dopaminergic receptors, so it is possible that changes in this receptors

signaling are responsible for the switch of synaptic plasticity.

Cdk5 controls dopaminergic signaling by the phosphorylation of DARPP-32. DARPP-32
phosphorylation by Cdk5 inhibits D1 receptor signaling. It also has been reported that dopamine
receptors activation modify Cdk5 expression and activity, moreover it is known that Cdk5 is involve

in synaptic plasticity in other CNS. Taking all together it is possible that Cdk5 could participate in



striatal synaptic plasticity by controlling dopaminergic signaling. Moreover, the increase of Cdk5
expression in a mouse model of HD could cause the abnormalities in synaptic plasticity of the

corticoestriatal terminals.

This work shows the role of Cdk5 in costicostriatal plasticity in normal conditions as well as in a
pharmacologic mouse model of HD. The results showed that Cdk5 controls synaptic plasticity
within the striatum. Cdk5 inhibition favors LTP induction via dopaminergic receptors, PKA
activation, L type calcium channels and NMDA receptors. Likewise, the LTP induced by Cdk5
inhibition has a postsynaptic component dependent on PKA activation, instead of LTD that has a

presynaptic component.

In the mouse model of HD caused by 3-Nitropropionic acid (3NP) administration, we report an
increase of Cdk5 expression and the lost of LTD induction. The lost of LTD is accompanied by the
presence of a post tetanic potetiation after HFS. The inhibition of Cdk5 in this circumstances do
not restore LTD, on the contrary, as it was expected it produced a moderate LTP. In conclusion the
increase of Cdk5 expression in this model of HD do not caused the plastic changes observed at
corticoestriatal synapses, instead it may be the result of adaptative changes caused by the lost of

LTD.



Marco tedrico

Ganglios Basales

Los ganglios Basales son un conjunto de estructuras subcorticales relacionadas con la ejecucién de
programas motores (Marsden, 1980; Marsden, 1981; Cools et al., 1981; Alexander et al., 1990).
Las estructuras que forman parte de los ganglios basales son el nucleo estriado (formado por el
caudado y el putamen en primates), el globo palido, el nucleo subtalamico y la sustancia nigra. Se
ha encontrado que alteraciones en el funcionamiento de los ganglios basales producen
desordenes del movimiento, como los ocurridos en la enfermedad de Huntington y la enfermedad
de Parkinson, caracterizados por hipercinesia e hipocinesia respectivamente (Albin et al., 1989;

Carlsson et al., 1990; Penney et al., 1983; Witcmann et al., 1993).

El nucleo estriado es la estructura de entrada de informacién a los ganglios basales (Bolam et al.,
2000), mientras que la sustancia nigra (SN) y el globo palido en su porcién interna (GPi), son los
nucleos de salida (Parent et al., 1994). Los ganglios basales reciben informacién proveniente de
practicamente todas las regiones de la corteza y se han propuesto al menos dos modelos de cémo
se procesa la informaciéon (Alexander et al., 1990; Percheron et al., 1991; Selemon et al., 1991;
Parent y Hazrati, 1995). El primer modelo, llamado de procesamiento paralelo, sostiene que
diferentes regiones de la corteza cerebral proyectan sobre diferentes regiones del estriado. En el
estriado la informacion se procesa en multiples circuitos independientes y posteriormente se
envia hacia los nucleos de salida, quienes proyectan de regreso a las diferentes regiones de la
corteza a través del tdlamo (Alexander et al., 1990b Percheron et al., 1991). El segundo modelo,
llamado de convergencia supone una gran confluencia de informacion en el estriado, donde
multiples dreas corticales proyectan y convergen en regiones especificas del estriado, la
informacidn es procesada y da origen a una salida Unica hacia la SN y el GPi (Parent y Hazrati,

1995).

Los nucleos de salida de los ganglios basales (SN y GPi) reciben aferencias del nucleo estriado y del
nucleo subtaldmico; este ultimo recibe informacion del estriado a través del globo palido externo.
Estas dos aferencias a los nucleos de salida forman la via directa e indirecta de los ganglios basales
respectivamente (Gerfen etal., 1992). Ambas vias tienen efectos antagdnicos sobre la ejecucion
del movimiento, siendo la via directa promotora del movimiento mientras que la via indirecta es

inhibitoria. Los nucleos de salida de los ganglios basales proyectan sus axones a los nucleos ventral



anterior, mediodorsal y parafasicular del talamo, ejerciendo una inhibicidn tdnica de las neuronas
taldmicas que proyectan a la corteza cerebral (Parent y Hazrati, 1995; Groenewegen., 2003).
Ademas de las proyecciones talamicas a la corteza, el tdlamo envia axones de regreso al nucleo
estriado, estas proyecciones conforman un sistema de autorregulacién de la informacién en los

ganglios basales (Beckstead, 1984, Royce, 1987, Sadikot et al., 1992). Figura 1.

Se ha especulado que los ganglios basales facilitan selectivamente la ejecucién de algunos
movimientos, mientras inhiben otros (Albin et al., 1989, Delong et al., 1981, Graybriel, 1995,
Hikosaka et al., 2000), de modo analogo a la inhibicidn lateral (en donde una neurona previamente
estimulada, inhibe a las neuronas vecinas). Los ganglios basales probablemente estan implicados
en el procesamiento de la informacidn relacionada con la planificacién de movimientos
autoiniciados y en la correccidén de la postura que esto involucra mds que en la generacion del

movimiento mismo.

Glu
Corteza T4lamo
Glu. | |
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SubtaBmico

Figura 1.-Esquema que representa el procesamiento de la informacién en los ganglios basales. (Verde.-
Procesamiento de la informacién en la via directa Rojo.- Procesamiento de la informacidn en la via indirecta,

Amarillo, inervacion dopaminérgica al estriado)




Nucleo estriado.

Como se menciond con anterioridad el estriado es el nucleo de entrada de informacion a los
ganglios basales, este recibe proyecciones provenientes de las capas supra e infraglanulares de la
corteza (Gerfen, 1984; Oka, 1980). Se ha reportado que diferentes regiones de la corteza
proyectan a areas topograficamente restringidas del estriado, lo cual ha permitido una divisidn
artificial del estriado dependiendo de las regiones de la corteza y el tipo de informacién de las que
recibe aferencias. Asi, el estriado se ha podido dividir en estriado sensoriomotor, asociativo y

limbico (Parent., 1990).

El estriado sensoriomotor estd integrado por la region dorso lateral del caudado y del putamen;
recibe fibras de la corteza motora primaria, corteza premotora, corteza motora suplementaria y

corteza somato sensorial (DeLong et al., 1981; Liles y Updyke, 1985)

El estriado asociativo estd formado desde el putamen rostral hasta la comisura anterior, cuerpo,
cola y cabeza del caudado; recibe informacidn de la corteza asociativa parietal, frontal y temporal

(Carpenter, 1981; Ragsdale y Graybiel, 1981).

Al estriado limbico lo constituye el nldcleo accumbens, la porcidon profunda del tubérculo olfatorio,
el caudado ventral y el putamen ventral; recibe aferencias de la amigdala, hipocampo, la corteza

limbica y paralimbica (Haber et al., 1990; Alheid y Heimer, 1988).

La division del estriado por el drea cortical de la cual recibe aferencias puede dar sustento a la
hipétesis del procesamiento paralelo de la informacion en los ganglios basales. Sin embargo, a
pesar de que diferentes regiones del estriado reciben informaciéon de areas restringidas de la
corteza, esto no implica que no exista convergencia de la informacién dentro del estriado. De
hecho, se conoce que el nimero de neuronas corticales que proyectan al estriado es mucho
mayor que el nimero de neuronas estriatales que reciben aferencias corticales, y se sabe que una
sola neurona cortical puede hacer contacto con varias neuronas estriatales, mientras que una

neurona estriatal recibe aferencias de varias neuronas corticales de diferentes regiones.

Las proyecciones provenientes de la corteza al estriado estan organizadas en forma de racimos,
esta forma de organizacién da lugar a dos estructuras dentro del estriado; los estriosomas o
parches y la matriz extra estriosomal (Berendse et al., 1992; Parent y Hazrati, 1995). Existen

diferencias importantes entre ambas estructuras que hacen suponer que tienen funciones



distintas. Se han reportado péptidos y receptores que se expresan preferencialmente en los
estriosomas, como la DARPP 32, el receptor D1 o el receptor D4 entre otros (Arlotta et al., 2008;
Kim et al., 2002; Rivera et al., 2002). Adicionalmente, se ha encontrado que las aferencias de
ambos compartimientos son distintas. Se sabe que los estriosomas reciben informacion de la
corteza prefrontal y limbica principalmente, mientras que la matriz extraestriosomal recibe
principalmente, informacion de la corteza somato sensorial frontal, parietal y occipital (Gerfen,
1984; Gerfen, 1990). Se ha observado que los estriosomas proyectan directamente a la SN,
mientras la matriz extraestriosomal proyecta a la SN y al GP interno y externo (Gerfen et al., 1990).
Las proyecciones de la matriz extraestriosomal estdn organizadas en conjuntos de axones de
diferentes areas del estriado que tienen el nombre de matriosomas. Los matriosomas ayudan a la

convergencia de la informacion proveniente de la corteza (Graybiel, 1990).
Tipos neuronales en el nucleo estriado

El estriado esta integrado por neuronas de proyeccion que llevan la informacién a los nucleos de
salida de los ganglios basales y por interneuronas las cuales establecen los circuitos locales
(Parent, 1986; Graybiel, 1986). A diferencia de otras regiones del cerebro, la proporcidon de
neuronas de proyeccion comparadas con las interneuronas es muy grande en el estriado. Las
neuronas de proyeccion estriatales en roedores son casi el 95% de la poblacidn neuronal, mientras
que en los primates la relaciéon neuronas de proyeccion/interneuronas es de 3:1 (Graveland y

DiFiglia, 1985).
Neuronas de proyeccion.- Neuronas espinosas Medianas (NEM).

Las neuronas de proyeccién del estriado son las neuronas espinosas medianas (NEM), tienen un
soma de tamafio medio que mide de 12 a 20uM de diametro, del cual salen 4 o 5 dendritas
principales que se ramifican ampliamente y cuentan con abundantes espinas dendriticas (de ahi el
nombre de Neuronas Espinosas), donde ocurren los contactos sinapticos con las aferencias
provenientes de la corteza (Wilson y Groves., 1980). Las NEM usan GABA como neurotransmisor
principal, por lo que su activacién tiene un efecto inhibitorio sobre las neuronas con quienes hacen
contacto. Ademas de GABA las NEM pueden liberar otros mensajeros como Sustancia P, Encefalina
y Dinorfina. Por la expresion diferencial de receptores y péptidos, asi como por el lugar a donde
envian sus proyecciones, las NEM pueden dividirse en 2 subpoblaciones. La primera de las

subpoblaciones son las que conforman la via directa de los ganglios basales, éstas envian sus

10



axones al globo GPi y a la SNr, expresan receptores dopaminérgicos tipo D1 y sutancia P. La
segunda subpoblacion de NEM son las neuronas que conforman la via indirecta de los ganglios
basales, estas neuronas tienen eferencias hacia el GPe y expresan receptores de dopamina tipo D2

y Encefalina (Gerfen, 1992, Kawaguchi, 1997).

Tipos de conexiones de las neuronas espinosas medianas.

Las NEM reciben sinapsis glutamatérgicas de las neuronas piramidales de la corteza, se ha
observado por técnicas de microscopia e inmunolocalizacién que los axones de las neuronas
piramidales hacen contacto con la cabeza de las espinas dendriticas distales y que el tipo de
sinapsis que forman es asimétrico (Dubé et al.,, 1988). Las NEM también reciben conexiones
dopaminérgicas de fibras provenientes de la SN pars compacta (SNc), en el cuello de las espinas
dendriticas (Pickel, 1981, Dubé et al., 1988). Estas conexiones ocurren preferentemente en las
espinas dendriticas, en las cuales hay una conexidn cortical, por lo que existe una convergencia del
sistema nigroestriatal y corticoestriatal. Se sabe que la dopamina puede modular la transmisién
glutamatérgica estriatal a través de la activacién de receptores D1 y D2 (Flores-Hernandez et al.,

2002; Bamford et al., 2004).

Ademas de las aferencias glutamatérgicas y dopaminérgicas, las NEM reciben influencias
GABAérgicas provenientes de interneuronas estriatales y de colaterales axdnicas de otras NEM.
Las sinapsis GABAérgicas provenientes de las interneuronas hacen contacto con el tallo dendritico
en la parte proximal al soma, donde también llegan aferencias colinérgicas provenientes de

interneuronas colinérgicas (Dubé et al., 1988).

Interneuronas estriatales.

Existen varios tipos de interneuronas en el estriado, todas ellas a diferencia de las NEM carecen de
espinas dendriticas. Las interneuronas estriatales se pueden dividir en al menos dos categorias de
acuerdo al neurotransmisor que liberan. La primera de ellas son las interneuronas gigantes
colinérgicas que tienen un soma de entre 50 y 60 UM, su arbol dendritico se extiende alrededor de
750 um y aunque representan solo el 2% de la poblacidon neuronal estriatal, sus axones dejan
numerosos botones sindpticos en todo el nucleo estriado, produciendo una alta influencia

colinérgica en los circuitos estriatales (DiFiglia et al., 1976, Kawaguchi et al., 1995).
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La segunda categoria de interneuronas estriatales son las interneuronas GABAérgicas, miden
alrededor de 15 uM de soma y corresponden a menos del 5% de la poblacidon neuronal estriatal.
Por la expresién de algunos marcadores y sus caracteristicas electrofisiolégicas, las interneuronas
GABAérgicas pueden dividirse en varios tipos. Las primeras interneuronas GABAérgicas son las que
expresan la proteina unidora de calcio Parvalbumina y representan el 1 % de la poblaciéon
neuronal, tienen axones cortos y pertenecen a las interneuronas de tipo | de la clasificacién de
DiFiglia. Por la alta tasa de disparo de estas interneuronas (hasta 100 HZ) también son llamadas

Fast Spiking o rafagueadoras (Kawaguchi et al., 1995, Tepper y Bolam., 2004)

Otro tipo de inetrneuronas GABAérgicas son las que expresan somatostatina, neuropeptido Y, asi
como calbindina. Este tipo de interneurona corresponde al tipo Il de la clasificacion de Difiglia. Por
el tipo de disparo neuronal son llamadas Low Threshold o de bajo umbral de disparo (Kawaguchi
et al., 1995, Tepper and Bolam., 2004). Estas neuronas también liberan 6xido nitrico (NOS) el cual

es un mensajero retrogrado capaz de modular la transmision glutamatérgica estriatal.

Conexiones de las interneuronas estriatales

Las interneuronas GABAérgicas y Colinérgicas reciben sinapsis de aferentes corticales y se piensa
que ayudan al filtrado de la informacidn después de la activacion de la corteza. Las interneuronas
GABAérgicas rafagueadoras son practicamente silentes (Tepper et al., 2010), a diferencia de las
interneuronas colinérgicas y las interneuronas GABAérgicas de bajo umbral que ejercen una
influencia tonica sobre las NEM (Tepper et al., 2010; Kawaguchi et al., 1995). Se piensa que las
interneuronas GABAérgicas tienen una funcion de controlar la excitacidn después de la activaciéon
cortical y que este mecanismo es el que permite que puedan salir los comandos necesarios para la

ejecuciéon del movimiento.

Nucleo estriado y control del movimiento

El ndcleo estriado y en especial el estriado dorsal han sido relacionados con el control del
movimiento. La activacidon simultanea y organizada de la via directa e indirecta permite generar
movimientos coordinados, su desequilibrio produce alteraciones en la ejecucion del movimiento
(Albin et al., 1989, DelLong et al., 1990). Algunos neuromoduladores como la dopamina tienen un
papel importante en la modulacién y activacion de ambas vias. La dopamina favorece el
movimiento. Al liberarse en las terminales nigroestriatales, activa receptores D1 en las NEM de la

via directa, la activacion de estos receptores favorece la excitacion de estas neuronas al estar
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acoplados a proteinas Gs. Por otra parte, cuando la dopamina es liberada en las terminales de la
Via indirecta, activa receptores tipo D2 acoplados a proteinas Gi que inhiben la excitacién
neuronal (Vallar y Maldolesi, 1989). El resultado final de la liberaciéon de dopamina en el estriado
es el favorecimiento en la activacion de la via directa e inhibicion de la via indirecta. Sin embargo,
el papel de la dopamina en el control del movimiento es ain mdas complejo. Se sabe que la
dopamina participa en los procesos de aprendizaje motor en el estriado al controlar los

mecanismos de plasticidad sinaptica estriatal (Calabresi et al., 1992, Lovinger et al., 2003).
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Plasticidad sinaptica a largo plazo

Una de las caracteristicas mas importantes del sistema nervioso es la capacidad de cambiar a
consecuencia de la experiencia. Se cree que estos cambios son la base de procesos mucho mds
complejos como la memoria y el aprendizaje. Desde mediados del siglo pasado se ha especulado la
forma en que la experiencia y la actividad de las neuronas pueden modificar las conexiones en el
sistema nervioso. En 1949 el neuropsicdlogo Donald Hebb propuso en su libro “The organization of
behavior” que la actividad repetitiva de una neurona presindptica A sobre una neurona
postsindptica B puede generar un incremento en la eficacia de la transmision de la informacion.
Esta capacidad de cambiar la eficiencia en la transmisidn sindptica se conoce hoy en dia como

plasticidad sinaptica.

En 1973, Bliss y Lomo comprobaron experimentalmente la idea que Hebb habia propuesto por
primera vez 30 anos antes. Ellos mostraron en la sinapsis de la via perforante del giro dentado del
hipocampo, que después de la estimulacidn repetitiva a alta frecuencia (100 Hz), se incrementa la
respuesta sindptica a un estimulo determinado (Bliss y Lomo., 1973). El incremento en la
transmisién sinaptica pudo ser seguido durante horas y fue llamado potenciacidn a largo plazo o

LTP (por sus siglas en inglés Long Term Potentiation).

Si bien, el incremento en la eficacia sindptica es una forma de plasticidad, existe aquella que se
caracteriza por la disminucidn en la respuesta sindptica y se le conoce como depresidn a largo

plazo (LTD, por sus siglas en inglés Long Term Depression).

Mecanismos generales de LTP

Después de la primera descripcion del LTP en el hipocampo por Bliss y Lomo, cientos de trabajos
se han publicado en donde se estudian los mecanismos que subyacen a la LTP, la mayoria
realizados en sinapsis excitatorias. Gracias a estos estudios realizados en diferentes regiones del
sistema nervioso, como el hipocampo, se ha encontrado que, en un gran numero de sinapsis
excitatorias, es necesaria la activacion de los receptores glutamatérgicos del tipo NMDA (N-Metil-
D-Aspartado) para la induccion de la LTP. Antagonistas de estos receptores como el AP5 o MK 801,
evitan la induccidn de la LTP pero no su mantenimiento (Davies et al., 1981, Collingridge et al.,
1983, Morris., 2013). Los receptores NMDA se encuentran bloqueados por el ion magnesio en el
potencial de reposo de las NEM (Mayer et al., 1984, Nowak et al., 1984), para su activacion, es

necesaria ademas de la unidn a glutamato, la despolarizacion de la membrana postsindptica que
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permite liberar el bloqueo de magnesio. Se cree que esta caracteristica sirve como filtro de

coincidencia entre la activacion presinaptica y la postsindptica (Morris, 2013).

Los receptores NMDA son permeables a calcio y generan corrientes catiénicas entrantes, por lo
que al activarse, se incrementa la concentracidon de calcio intracelular. Se ha descrito que el
incremento en la concentraciéon de calcio es necesario para la plasticidad a largo plazo en la
mayoria de las sinapsis. El uso de moléculas que atrapan calcio (quelantes) previene la induccidn
de LTP y LTD (Shibuky et al., 1992, Centonze et al., 2001). Cabe destacar que no solo a través de la
activacion de los receptores NMDA se incrementa la concentracidn de calcio intracelular. Se ha
reportado que canales de calcio dependientes de voltaje (Kapur et al., 1998, Wankerl et al., 2010,
Youn et al., 2013) y reservorios intracelulares de calcio como el reticulo endoplasmatico pueden
incrementar la concentracién de calcio al ser activados y juegan un papel importante en el

establecimiento de la LTP (Fernandez de Sevilla et al., 2008; Yamazaki et al., 2012)

El calcio actia como segundo mensajero y activa proteinas cinasas sensibles a calcio, algunas de
ellas como la CAMKII o la PKC se han relacionado con la LTP (Lovinger et al., 1987, Huang et al.,
1992, Malenka et al., 1989, Lee et al., 2000, Lee., 2006, Lisman et al., 2012). Sin embrago, otras
cinasas que no son sensibles a calcio como la PKA, ERK, CdK5, MAPK, PKG, AKT, entre otras,
también participan en los mecanismos de induccidn y expresién de la LTP (Lee et al., 2000, Yasuda
et al., 2003, Zhuo et al., 1994, Winder et al., 1999, Lee et al., 2006). Muchas de estas cinasas son
activadas por neuromoduladores que actian a través de receptores metabotrépicos, como la

dopamina, que modifican la plasticidad a largo plazo.

Se ha encontrado que muchas de las proteinas cinasas relacionadas con la LTP tienen sitios de
fosforilacién en receptores ionotrépicos como los receptores glutamatérgicos AMPA, NMDA,
receptores nicotinicos y los receptores GABAérgicos GABA-A. La fosforilacién en sitios especificos
de estos receptores favorece su insercion en la membrana postsindptica incrementando la
respuesta sinaptica (Bohem et al., 2006, Esteban et al., 2003, Nakasawa et al., 2001, Saliba et al.,
2012, Russo et al., 2012 Dionisio et al., 2013). Adicionalmente, se ha descrito que la fosforilacién
de algunas subunidades como la GluA1l de los receptores AMPA incrementan la conductancia del
canal iénico (Derkach et al., 1999, Banke et al., 2000, Rosche et al.,, 1996, Barria et al., 1997,
Kameyama et al., 1998, Lee et al., 2006), lo que genera una mayor respuesta producida por la

unién del receptor a su ligando.
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Los mecanismos de plasticidad antes descritos, son principalmente a nivel postsinaptico. Sin
embargo, existen también cambios en la presinapsis que participan en el desarrollo del LTP. En Ia
sinapsis de la placa neuromuscular y del hipocampo, se ha encontrado que proteinas cinasas como
la sinapsina 1 (Morimoto et al., 1998, Sato et al., 2000), Munk18 (Barclay et al., 2004) o la PKC en
la presinapsis (Ramakers et al., 2000), incrementan la probabilidad de liberacién de
neurotransmisor y la eficacia sindptica asociada al LTP al fosforilar proteinas de la maquinaria de

liberacién de neurotransmisor, asi como canales de calcio dependientes de voltaje.
Mecanismos generales de LTD

La LTD es el decremento de la respuesta sindptica a un estimulo, este permanece en una ventana
de tiempo que va mas alld de los 30 minutos y puede persistir hasta horas, dias o incluso mas. Al
igual que en la LTP, se ha encontrado que en algunos mecanismos que subyacen a la LTD, existe un
incremento en la concentracion de calcio intracelular que activa vias de sefializacién que
finalmente inducen la expresion de la LTD (Konnerth et al., 1992; Reyes y Stanton., 1996; Ismailov
et al.,, 2004). A diferencia de la LTP, en la LTD, el incremento en la concentracion de calcio
intracelular es menor (Ismailov et al., 2004). Después del incremento en la concentracidn de calcio
se activan proteinas fosfatasas sensibles a calcio como la PP2B (Mulkey et al., 1994; Kameyama et
al., 1998). Se ha encontrado que la afinidad de las fosfatasas por el calcio es mayor que la exhibida
por las proteinas cinasas (Grey y Burrel, 2010), y como consecuencia, los incrementos moderados
en la concentracién de calcio intracelular favorecen la activacidn de las fosfatasas sobre las cinasas

(Grey y Burrel, 2010).

Algunas proteinas fosfatasas relacionadas con la LTD como la PP2B o PP1 defosforilan receptores
ionotrépicos favoreciendo su endocitosis o decrementando su conductancia, lo cual disminuye la

respuesta postsinaptica (Kourrich et al., 2008 Grey y Burrel., 2010).

En los mecanismos presindpticos relacionados con la LTD existe una disminucién en Ia
probabilidad de liberacidon de neurotransmisor (Bolshakov y Siegelbaum., 1994, Lovinger., 2008).
La defosforilacion de canales de calcio dependientes de voltaje asociados a la liberacién de
neurotransmisor como los canales N, P/Q o L, disminuye la probabilidad de apertura del canal,
produciendo una entrada menor de calcio en la terminal sindptica y la cual disminuye la liberacién
del neurotransmisor (Connor et al., 1999; Lovinger., 2008). Por otra parte, cambios en el estado de

fosforilacién de proteinas asociadas a la maquinaria de liberacion pueden también disminuir la
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probabilidad de liberacion del neurotransmisor e inducir LTD (Gage et al.,, 1997; Stanton et al.,

2003; Lovinger, 2008).

En una misma sinapsis se puede inducir LTP o LTD de forma experimental. Se han desarrollado
diferentes protocolos para inducir ambos tipos de plasticidad. De manera general los protocolos
enfocados al desarrollo del LTP se basan en dar estimulacion de alta frecuencia (arriba de 50 Hz)
para producir la despolarizaciéon prolongada en la postsinapsis, que facilita la activacién de
receptores NMDA, canales de calcio dependientes de voltaje y una entrada masiva de calcio. Por
otra parte los protocolos utilizados para inducir LTD generalmente se basan en estimulacion de
baja frecuencia (1-10 HZ), quienes producen un incremento moderado en la concentracion de
calcio intracelular. Sin embargo, se ha observado que no en todas las sinapsis los protocolos de
alta frecuencia inducen LTP o los de baja frecuencia LTD (Calabresi et al., 1992), por lo que para
cada tipo de sinapsis se han desarrollado protocolos especificos con el fin de generar ambos tipos

de plasticidad.

Plasticidad sinaptica a largo plazo en el nucleo estriado.

El nucleo estriado es una de las regiones del SNC donde se han estudiado los procesos de
plasticidad a largo plazo debido a que participa en la memoria motora y en la generacion de
patrones motores aprendidos. Desde principios de la década de los 90, Calabresi y colaboradores
reportaron que después de una estimulacidn de alta frecuencia en las terminales corticoestriatales
es posible inducir plasticidad a largo plazo, siendo la LTD el tipo de plasticidad mas comun.

(Calabresi et al., 1992).

LTD corticoestriatal

La LTD en las sinapsis corticoestriatales ha sido estudiada arduamente desde su primera
descripcién en los 90’s. Se sabe que este tipo de plasticidad no depende de la activacion de
receptores NMDA ya que la aplicacion de antagonistas como el AP5 no afecta su induccidn
(Calabresi et al., 1992). Sin embargo se ha encontrado que la LTD estriatal depende de la
activacion de canales de calcio tipo L (Wang et al., 2006). Asi mismo, la dopamina y la activacién de
receptores dopaminérgicos juegan un papel importante en la expresiéon de la LTD (Calabresi et al.,
1992, Reynols et al., 2001, Centonze et al., 2001). Ratones en los que se ha eliminado el contenido

de dopamina a través de la administracién de 6-hidroxidopamina en la sustancia nigra no generan
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LTD. Adicionalmente, el uso de antagonistas selectivos de los receptores dopaminérgicos del tipo

D1 6 D2 impide su induccidn y mantenimiento (Centonze et al., 2001).

Hasta la fecha no se sabe exactamente como los dos tipos de receptores de dopamina interacttan
en la induccidn de la LTD estriatal, ya que ambos receptores activan vias de sefializacidn diferentes
y parecen estar expresados en diferentes poblaciones de NEM. Sin embargo, se cree que la
activacion de los receptores D1 puede tener un efecto cooperativo en la activacidn de receptores

tipo D2 (Centonze et al., 2001).

Se ha mostrado que la activacién de los receptores tipo D2 con agonistas selectivos en rebanadas
de cerebro en donde se eliminé el contenido de dopamina con 60HDA, rescatan la induccién de
LTD (Centonze et al., 2001). La importancia de los receptores D2 en la induccion de la LTD y la
segregacion en su patrén de expresién en las NEM del estriado, ha generado especulaciones en
cuanto a si todas las NEM generan LTD, o si solamente las neuronas que expresan los receptores

D2 de la via indirecta pueden generar este tipo de plasticidad.

Para saber si solo una poblacién de NEM expresa LTD se han realizado diferentes trabajos en los
cuales se han registrado NEM que expresan la proteina fluorecente verde en las neuronas
positivas al receptor D2 o D1. Los resultados obtenidos de este tipo de trabajos han sido
contradictorios, ya que existe un reporte que muestran que solo las neuronas positivas al receptor
D2 generan LTD (Single et al., 2007). Sin embargo, otro reporte, usando la misma técnica, muestra
gue tanto las neuronas que expresan receptor D2 como las que expresan el receptor tipo D1
generan LTD (Wang et al.,, 2006). Este ultimo reporte muestra ademas que la activacién del
receptor D2 no ocurre en las NEM, si no en la interneurona colinérgica que proyecta sobre ambas

poblaciones de NEM (Wang et al., 2006).

La activacién en la interneurona colinérgica del receptor D2 produce una inhibicién en su
frecuencia de disparo. A consecuencia de esta inhibicidon, existe una pausa en la liberacién ténica
de acetilcolina (Wang et al., 2006). La acetilcolina activa receptores muscarinicos en las NEM los
cuales inhiben ténicamente al canal de calcio tipo L. Como consecuencia de la inhibicién de la
interneurona colinérgica por la activacion del receptor D2 se activa el canal de calcio tipo L en la

NEM, el cual se ha relacionado con la induccidn de LTD en el estriado (Wang et al., 2006).

El incremento en la concentracidn de calcio intracelular producido por la activacién de los canales

de calcio tipo L, pude activar multiples vias de sefalizacidn, se ha encontrado que una de las vias
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de sefalizacion activadas por el incremento en la concentracion de calcio es la de la produccién de
endocanabinoides, los cuales son liberados retrogradamente a la presinapsis, donde activan a los
receptores CB1 de terminales corticostriatales. La activacién de los receptores CB1 produce una

disminucién en la probabilidad de liberacidn de neurotransmisor, asociada al LTD (Lovinger, 2010)

LTP corticoestriatal

Si bien el LTD fue el primer tipo de plasticidad reportado en el estriado con protocolos
convencionales, también se ha podido evocar LTP en las sinapsis corticoestriatales. Para inducir
LTP, inicialmente se utilizaron protocolos de estimulacidn de alta frecuencia en presencia de
soluciones libres de magnesio para eliminar el bloqueo de los receptores NMDA (Calabresi et al.,
1992b). Posteriormente, se han realizado registros de parche perforado y protocolos que se basan
en la coincidencia de la espiga sinaptica (spike timing dependent plasticity) para poder inducir LTP

(Partidge et al., 2000, Shen et al., 2008, Fino y Venance., 2010).

Al igual que en la LTD, la dopamina es indispensable para la induccién de LTP. Registros
electrofisioldgicos realizado en animales tratados con 6-hidroxidopamina muestran deficiencias en
la induccién de la LTP (Centonze et al., 2001). Adicionalmente, se ha reportado que el uso de
antagonistas de receptores D1 como el SCH23390 impide la expresidon de la LTP en terminales
corticostriatales (Centonze et al., 2001, Reynolds y wickens., 2001, Shen et al., 2008, Lovinger.,

2010).

Los receptores D1 se encuentran acoplados a proteinas Gs, al activarse producen un incremento
en la concentracién de AMPc por activacion de la adenilato ciclasa. El incremento en la
concentracién de AMPc activa a la proteina cinasa A (PKA). La PKA fosforila diversos sustratos
celulares, uno de ellos son los receptores NMDA que incrementan su conductancia al ser
fosforilados. La PKA también fosforila a la proteina fosfatasa dependiente de dopamina y AMPc de
32 kilodaltones de peso (DARPP-32). Se ha reportado que la DARPP-32 juega un papel crucial en la
LTP en el estriado ya que ratones que carecen de esta proteina no generan LTP (Calabresi et al.,

2000; Centonze et al., 2001).

La dopamina y sus vias de sefalizacion son muy importantes en la expresién de la plasticidad
estriatal y a pesar del avance que se tiene acerca de los mecanismos que subyacen ala LTP y ala
LTD estriatal, poco se sabe de cdmo se regula la expresidn bidireccional de la plasticidad o porqué

se favorece principalmente la expresion de la LTD en el estriado a diferencia de otras regiones del
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cerebro. Es probable que algunas proteinas que modulan la sefializacién dopaminérgica regulen la
plasticidad, una de estas proteinas que regulan la sefalizacion dopaminérgica y que pudiera

regular la plasticidad en el estriado es la Cdk5.
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Cinasa dependiente de Ciclinas 5 (Cdk5)

La Cdk5 es una proteina cinasa descubierta a principio de la década de los 90’s, miembro de la
familia de las cinasas dependientes de ciclinas. Estructuralmente comparte hasta un 60% de
homologia en la secuencia de aminodcidos con los demas miembros de la familia (Lew et al., 1992,
Meyerson et al., 1992). Sin embargo, a diferencia de los demas miembros, la Cdk5 no tiene una
funcién durante el ciclo celular (Van Den Heuvel et al., 1993, Dhavan y Tsai et al., 2001). La Cdk5
fosforila residuos serina/treonina los cuales se encuentran inmediatamente después de una
prolina. La secuencia de aminoacidos que reconoce la Cdk5 para fosforilar una proteina es X-(S/T)-
P-X-(H/K/R) Siendo X = un aminodcido cualquiera, S = serina, T = Treonina, P = Prolina, (H/K/R) =
aminodcidos Basicos (Beaudette et al., 1993). Al igual que los demds miembros de la familia de
cinasas dependientes de ciclinas, la Cdk5 no tiene actividad de cinasa por si misma y depende de
su unién con proteinas activadoras, p35 y p39, para poder generar un complejo activo (Dhavan et

al., 2000, Ishiguro et al., 1994, Lew et al., 1994, Tsai et al., 1994).

La Cdk5 se encuentra expresada ubicuamente en el organismo. Sin embargo, su actividad se
encuentra centralizada en el SNC debido a la expresiéon localizada de sus activadores (Tsai et al.,
1994, Humert et al., 2000, Humbert et al., 2000b). Se han descrito hasta el momento al menos 50
sustratos de la Cdk5, por lo cual estd relacionada con diversas funciones celulares como la
migracion neuronal (Gilmore et al., 1998), laminaciéon de la corteza (Chae et al., 1997), liberacion
de neurotransmisor (Chergui et al., 2004; Kim y Ryan et al., 2010; Son y Chung et al., 2010),
insercién de receptores ionotrépicos (Morabitto et al., 2004; Biancheta et al., 2011), modulacién
de corrientes idnicas (Chergui et al., 2004) , adicciones (Benavides y Bibb, 2004; Benavides et al.,
2007; Seiwell et al., 2007), plasticidad sinaptica (Angelo et al., 2006; Lai e Ip, 2009; Hawasli et al.,
2009) y memoria (Lai et al., 2012; Platner et al., 2014), entre otras funciones. Celularmente, la
Cdk5 se encuentra expresada en el citoplasma, mientras sus activadores, p35 y p39, se encuentran
principalmente expresados en la membrana plasmatica (Dhavan y Tsai, 2001). Se ha reportado que
al unirse Cdk5 con p35 o p39, estos se desprenden de la membrana citoplasmatica, permitiendo
fosforilar proteinas citoplasmaticas e incluso se ha reportado que estos complejos pueden

translocarse al nucleo (Zhang et al., 2008).

La Cdk5 es esencial durante el desarrollo. Los ratones modificados genéticamente que no expresan
Cdk5 no llegan a término o mueren en los primeros dias postnatales (Ohshima et al., 1996).

Algunas de las alteraciones que se han encontrado al estudiar estos animales son laminacion
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invertida de la corteza, anomalias en el crecimiento axdnico, asi como alteraciones en la liberacién
de neurotransmisores (Ohshima et al., 1996). Interesantemente, los animales que no expresan p35
o p39 si son viables, aunque muestran alteraciones significativas en el desarrollo del sistema
nervioso (Chae et al., 1996) mientras que ratones dobles KO para p35 y p39 no llegan a término o

mueren en los primeros dias postnatales (Chae et al., 1997; Ko et al., 2001).

Se conoce que ademas de p35 y p39, existen otras dos proteinas activadoras de Cdk5: p25y p29,
que son el producto del corte proteolitico de p35 y p39 por la calpaina (Lee et al., 2000). p25 y p29
se unen con mayor afinidad a la Cdk5 que p35 y p39. Los complejos Cdk5/p25 y Cdk5/p29 tienen
una mayor actividad enzimatica que los complejos Cdk5/p35 y Cdk5/p39 ya que tienen un tiempo
de vida media mayor (Patrick et al., 1999). Por otra parte, se ha relacionado la formacion de p25y
p29 con procesos neurodegenerativos como los ocurridos en la enfermedad de Alzheimer, donde
se ha encontrado una actividad exacerbada de la Cdk5 sobre la proteina Tau (Patrick et al., 1999,

Town et al., 2002, Noble et al., 2003).

La actividad de la Cdk5 se modulada por factores extra e intra celulares, por ejemplo; los
receptores como el de integrinas y receptores TRK de neurotrofinas, regulan la actividad de la
Cdk5 a través del incremento en la expresién de p35 mediante la activacion de ERG1 (Li et al.,
2000, Harada et al.,, 2001, Tokuka et al., 2000). Asi mismo, la Cdk5 autorregula su actividad
fosforilando a P35 y promoviendo su degradacién (Patrick et al., 1998). Por otra parte, la
fosforilacién del residuo tirosina 15 de Cdk5 por c-ABL incrementa su actividad (Zukerberg et al.,

2000), mientras la fosforilacion del residuo treonina 14 la inhibe (Matsura et al., 1996).

Por otro lado, la Cdk5 tiene un papel importante sobre la sinapsis, controla su actividad, su
formacién, mantenimiento y funcién. Se ha reportado que en diferentes sinapsis como las
corticoestriatales, hipocampales y corticocorticales, la Cdk5 se encuentra expresada tanto en
neuronas postsinapticas, como presinapticas (Cheung e Ip., 2007), en donde regula la liberacion de
neurotransmisor, la conductancia de canales idnicos, la inserciéon de receptores ionotrdpicos y las

cascadas de sefializacion.
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Cdk5 y liberacion de neurotransmisor (modulacion en la presinapsis).

La Cdk5 modula positivamente la liberacidn de neurotransmisores. Se ha reportado que la
inhibicidon de la Cdk5 por inhibidores especificos, como Roscovitine, incrementa la liberacién de
neurotransmisor en las colaterales de Shafer en el hipocampo. Este efecto es debido a que la Cdk5
fosforila los canales de calcio P/Q. La fosforilacion de los canales P/Q por Cdk5 inhibe su
interaccion con la sinaptotagmina y la SNAP 25, al inhibir la actividad de la Cdk5 se favorece la
interaccion de los canales P/Q con la SNAP 25 y sinaptotagmina, lo que incrementa la probabilidad
de liberacidn de neurotransmisor (Tomizawa et al., 2007). Por otra parte, se ha reportado que la
Cdk5 fosforila los canales de calcio tipo N en el residuo serina 2013 del extremo carboxilo terminal
de la subunidad al (Su et al., 2012), como consecuencia de la fosforilacién de la subunidad a1l, se
incrementa la conductancia macroscépica del canal debido a un incremento en su probabilidad de

apertura (Su et al., 2012), lo que incrementa la probabilidad de liberacién de neurotransmisor.

Algunas proteinas de la maquinaria de liberacidon de neurotransmisor como Munc 18, Sinapsina 1,
Amphiphysina, sinaptojanina y dimanina 1 son blanco de Cdk5 (Matsubara et al., 1996; Floyd et al.,
2001; Lee et al., 2004; Tan et al.,, 2003; Tomizawa et al., 2003). Munc 18 es una proteina que
regula negativamente la liberacién de neurotransmisor a través de su asociacién con la syntaxina 1
(Pevsner et al., 1994; Hata y Sudhof 1995). Se ha encontrado que la inhibicién de la fosforilacion
de Munc 18 en el residuo treonina 574 fosforilado por Cdk5, decrementa la liberacion de
norepinefrina (Fletcher et al., 1999). Adicionalmente, la Cdk5 controla la conductancia del poro de
fusién, en parte a través de la fosforilacidn de Munc 18, y se ha observado que en ratones
dominantes negativos de Cdk5, se incrementa el tamafio cuantico del neurotransmisor liberado,
mientras que en ratones donde se sobre expresa la Cdk5 se favorece la liberacidn por kiss and run
(Barclay et al., 2004) que es una forma de liberacidn de neurotransmisor rapida en donde las
vesiculas que contienen el neurotransmisor no se fusionan por completo con la membrana

citoplasmatica.

La Cdk5 modula el reciclamiento de las vesiculas que contienen al neurotransmisor al fosforilar
Sinaptojanina 1, dinamina 1 y amphiphysina (Matsubara et al., 1996; Floyd et al., 2001; Lee et al.,
2004; Tan et al., 2003). La inhibicion de la fosforilacién de estas proteinas incrementa la liberacion

de glutamato en sinaptosomas y en rebanadas de cerebro (Kim y ryan, 2010; Tsu y tsai, 2011).
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Cdk5 y modulacion de receptores NMDA (modulacidn en la postsinapsis)

A nivel postsindptico la Cdk5 se encuentra altamente expresada y puede modular la respuesta
sindptica a través de la fosforilacién de receptores ionotrépicos. En sinapsis glutamatérgicas se ha
encontrado que la Cdk5 fosforila la subunidad NR2A del receptor NMDA, la cual es una subunidad
regulatoria del receptor y que se ha asociado a la expresién del receptor en la parte central de la
sinapsis, en el residuo serina 1232. Como consecuencia de la fosforilacion de este residuo, se
incrementa la conductancia del receptor (Li et al., 2001). Se ha reportado que la inhibicidn
farmacoldgica de la Cdk5 previene la generacién de la LTP mediada por receptores NMDA al inhibir

la fosforilacion de la subunidad NR2A (Li et al 2001).

La Cdk5 regula la insercién de receptores NMDA y AMPA. Se sabe que la Cdk5 fosforila los
residuos treonina 19 y serina 25 del extremo amino terminal de la PSD 95 (Morabito 2004), la cual
se une a la subunidad NR2B del receptor NMDA vy facilita su agrupamiento en la densidad
postsindptica. La fosforilacion de PSD 95 por Cdk5 disminuye la multimerizacidon de PSD 95 y NR2B
en la membrana postsinaptica de neuronas hipocampales (Morabito et al., 2004), y se ha
encontrado que la inhibicidn de la actividad de la Cdk5 incrementa la expresion de la subunidad
NR2B de los receptores NMDA (Hawasli et al.,, 2007). Adicionalmente, la Cdk5 controla la
endocitosis y degradacion de receptores NMDA a través de la interaccién Cdk5/Src (Zhang et al.,
2008) facilitando la degradacién del receptor por la Calpaina al formar un complejo

p35/Cdk5/NR2B/Calpaina (Hawasli et al., 2007).

Cdk5 y senalizacion dopaminérgica.

La dopamina es un modulador de la transmisidon sinaptica del SNC. Existen dos familias de
receptores de dopamina, la familia de los receptores tipo D1 que incluyen al receptor D1y D5y la
familia de receptores tipo de D2 que incluye a los receptores D2, D3, y D4. Ambas familias estan
acopladas a proteinas G. Los receptores de la familia D1 se encuentran acoplados a proteinas Gs
qgue modulan positivamente a la adenilato ciclasa incrementando la concentracién de AMPc, a
consecuencia de este incremento la PKA es activada. La PKA fosforila a la DARPP 32 en el residuo
treonina 34, la cual inhibe la actividad de la proteina fosfatasa 1 (PP1). Como resultado de la
activacion de receptores tipo D1, se incrementa la fosforilaciéon de proteinas debido a la activacion
de PKA vy la inhibicién de PP1. La Cdk5 participa modulando negativamente la via de sefalizacion

de los receptores D1 al fosforilar a la DARPP 32 en el residuo treonina 75. La fosforilacién de este
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residuo la convierte en un inhibidor de la PKA y produce un incremento en la actividad de la PP1.
Se ha encontrado que la inhibicién de la Cdk5 produce un incremento en la fosforilacion de
blancos celulares de PKA como el residuo serina 897 de la subunidad NR1 del receptor NMDA

(Chergui., et al 2004)

Por otra parte, la familia D2 se encuentra acoplada a proteinas Gi y Golf que inhiben a la adenilato
ciclasa. La activacidon de los receptores D2 inhibe a la PKA, se ha reportado que agonistas de

receptores D2 incrementan la actividad de la Cdk5.

Cdk5 y plasticidad sinaptica.

La Cdk5 modula la plasticidad sinaptica en regiones como el hipocampo. Uno de los primeros
reportes en donde se demostrd la participacion de la Cdk5 sobre la plasticidad sinaptica fue el de
Tomizawa y colaboradores en el 2000. En ese estudio, se reporté un incremento en la actividad de
la Cdk5 y en la expresion de p35 después de un protocolo de kindling, el cual es un modelo de
reorganizaciéon y plasticidad sinaptica. Adicionalmente se observaron cambios en la localizacion
subcelular de la Cdk5 durante las diferentes etapas del kindling, pasando de estar localizada
principalmente en el axén de las neuronas hipocampales antes y durante las primeras etapas del
protocolo, a estar localizado preferentemente en el soma neuronal en las etapas avanzadas, en

donde existe una mayor actividad de la Cdk5 (Tomizawa et al., 2000).

Adicionalmente, la Cdk5 participa en la plasticidad sindptica a través de cooperar sinérgicamente
con otros moduladores de la plasticidad sindptica, como con la Reelina (Beffert 2004). La Reelina
es una proteina asociada a la matriz extracelular, la cual se conoce que participa en procesos de
migracion neuronal en la corteza, hipocampo y cerebelo (D’Arcangelo et al., 1995; Ogawa et al.,
1995; Aguilo et al., 1999; Soda et al., 2003). Se ha descrito que la Reelina modula la plasticidad
sindptica incrementando la LTP (Weeber et al.,, 2002, Roggers et al., 2011). Sin embargo, el
incremento en la LTP producido por la Reelina es prevenido en ratones KO de p35 y p39, sin
afectar la sefalizacién de la Reelina, lo que indica que la Cdk5 actua sinérgicamente con la Reelina

para modular la LTP (Beffert et al., 2004).

En el hipocampo, se ha descrito que la inhibicién de la Cdk5 disminuye el umbral para evocar LTP
al incrementar la expresion de los receptores NMDA mediante la regulacién de la insercién de

ellos en la membrana, endocitosis y degradacién del receptor (Hawasli et al., 2007; Zhang et al.,
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2008; Hawasli et al., 2009). Sin embargo, también se ha encontrado que la sobreexpresion de p25

Yy P29 que sobre activan a la Cdk5 disminuyen el umbral para evocar LTP.

En el estriado, la Cdk5 pudiera tener un papel sobre la plasticidad sindptica, ya que modula la
sefializacion de receptores D1 y D2, los cuales se sabe son necesarios para generar LTP y LTD.
Adicionalmente, la Cdk5 regula la actividad de la DARPP-32 al fosforilar el residuo treonina 75 y se

sabe que la DARPP-32 es esencial para el desarrollo de la plasticidad sindptica estriatal.

Cdk5 y enfermedades neurodegenerativas

Varios reportes han vinculado a la Cdk5 con procesos neurodegenerativos como los que ocurren
en las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y la
enfermedad de Niemann Pick. En diferentes modelos animales de estas enfermedades, se ha
encontrado un incremento en la expresion de p25, asi como en la actividad de la Cdk5. Se ha
reportado que la actividad desregulada de la Cdk5 promueve la generacién de estrés oxidativo, a
través de comprometer el sistema antioxidante celular (Sun et al., 2008). La produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por estrés oxidativo produce dafio mitocondrial, el cual es un

proceso comun en varias enfermedades neurodegenerativas.

La desregulaciéon en la actividad de la Cdk5 conduce a la hiperfosforilacion de proteinas, algunas
de ellas implicadas en enfermedades neurodegenerativas, como en el caso de la proteina Tau en la
enfermedad de Alzheimer (Kobayashi et al., 1993; Pei et al., 1998) y la Huntingtina en la
enfermedad de Huntington (Schilling et al., 2006; Anne et al., 2007). La hiperfosforilaciéon de Tau
favorece la formacion de marafas neurofibrilares, mientras que la hiperfosforilacion de la
Huntingtina evita su degradacion por el complejo ubiquitina-proteosoma. Asi mismo, se ha
encontrado que la Cdk5 favorece la autofagia en modelos de la enfermedad de Parkinson al

fosforilar a la Endofilina 1 (Wong et al., 2011).

Algunos reportes han mostrado que el incremento en la actividad de la Cdk5 produce
exitotoxicidad, mientras que su inhibicion reduce la muerte celular en modelos animales vy
celulares de la enfermedad de Huntington (Paolettti et al., 2008, Park et al., 2012), por lo que se
ha especulado que la Cdk5 pude ser un blanco terapéutico en el tratamiento de la enfermedad de

Huntington y otras enfermedades neurodegenerativas.
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Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo hereditario caracterizado
por alteraciones en el control del movimiento, distonia y déficit cognitivo. Su prevalencia es de 5-7
de cada 100 000 personas, con mayor incidencia en individuos caucasicos. La etiologia de la EH
obedece a la mutacion del Gen IT15 ubicado en el brazo corto del cromosoma 4 (4p 16.3) que
codifica para una proteina de 350 KDa llamada Huntingtina. La mutacidn del gen IT15 consiste en
la insercién de varios tripletes repetidos de CAG que producen la poliglutaminacién de la
Huntingtina (the Huntington’s disease collavorative research group., 1993). Se sabe que en
individuos sanos se encuentran hasta 34 repetidos de CAG, mientras que en individuos que

presentan la EH el nimero de repetidos es mayor de 38 (Walker et al., 2007).

La forma de transmision de la enfermedad de Huntington es autosémica dominante, por lo que un
individuo que presenta la enfermedad tiene el 50% de probabilidades de transmitirla a su
descendencia. Generalmente, los primeros sintomas de la enfermedad de Huntington aparecen
entre los 35-50 afios de edad (Gil et al., 2009). Sin embargo, existen casos de Huntington juvenil en
los cuales los sintomas pueden aparecer desde el primer afio de nacimiento. Se ha encontrado que
la edad de apariciéon de los sintomas, el progreso y la severidad de la enfermedad estan
relacionados con el numero de tripletes repetidos, por lo que a mayor numero de tripletes, mas
temprano se presentard la enfermedad y su progreso y severidad serdn mayores (Duyao et al.,

1993)

Una de las regiones que se ve afectada principalmente en la EH es el nucleo estriado (Vonsattel et
al., 1985). Se ha reportado que las neuronas de proyeccién gabaérgicas son la estirpe neuronal
mas susceptible, mientras que las interneuronas colinérgicas estriatales son preservadas
(Vonsattel y DiFiglia., 1998). Otras areas del SNC que se ven afectadas en la EH son la corteza
cerebral en las capas 3,5y 6, el hipocampo (Spargo et al 1993), el giro angular en el I6bulo parietal

(McDonald et al 2002), el cerebelo (Jeste et al 1984) y el talamo (Heinsen 1999).

Se cree que la degeneracion del estriado ocasiona las alteraciones en el control del movimiento
caracteristico de la EH. Se sabe que las NEM estriatales que conforman la via indirecta y que
inhiben el movimiento, son las primeras en morir durante las primeras etapas de la EH (Gil et al.,
2009). La falta de inhibicidon ocasionada por la pérdida de estas neuronas produce la falta de

control en el movimiento y la aparicion de las coreas (movimientos amplios incontrolados).
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Posteriormente, conforme la enfermedad avanza, las NEM que constituyen la via directa, que
promueven el movimiento, también mueren ocasionando hipocinesia y acinesia, caracteristica de

las etapas avanzadas de la EH (Gil et al., 2009).

Aun no se conocen por completo los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la EH o
porqué las NEM del nucleo estriado son especialmente susceptibles. Sin embargo, se sabe que
estas son especialmente vulnerables a procesos exictotdxicos, los cuales se han descrito que
ocurren en la EH (Portera-Cailliau et al., 1995). De hecho, algunos de los primeros modelos de la
EH se basaban en administracidn intra ventricular de agonistas glutamatérgicos como el acido

Kainico y Quinolinico que producen excitotoxicidad (Walker et al., 2007).

El estriado recibe numerosas aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza y el tdlamo,
haciéndolo suceptible de excitotoxicidad. Se ha reportado que en modelos transgénicos de la EH
como los ratones R6/2 existe una mayor liberacion de glutamato en periodos sintomaticos
tempranos los cuales pueden favorecer procesos exitotéxicos seguido por un decremento de la
liberacion en etapas tardias de la enfermedad (Cepeda et al., 2003). Adicionalmente, se ha
reportado que existe una mayor sensibilidad en los receptores NMDA de las NEM en diferentes
modelos de la EH (Zeron et al., 2002, Cepeda et al., 2007). El incremento en la sensibilidad de los
receptores NMDA produce una mayor entrada de calcio extracelular que activa vias de
sefializacion como la de la Caspasa 3 asociada a apoptosis. Se ha observado que en cerebros
postmortem de pacientes de Huntington, asi como en modelos animales de la EH, existe una
mayor expresion y actividad de la Caspasa 3, y evidencia de apoptosis en el estriado (Zeron et al.,

2002).

El incremento en la concentraciéon de calcio intracelular puede ser ocasionado no solo por el
aumento en la sensibilidad y activacién de los receptores NMDA. Se sabe que fallas en la actividad
mitocondrial produce la liberacidon descontrolada de calcio hacia el citoplasma proveniente del
interior de las mitocondrias la cual favorece la neurodegeneracién (Krieger y Duchen., 2002). Se ha
reportado, que al igual que en otras enfermedades neurodegenerativas, existe una falla
mitocondrial en la EH, y se sabe que el estriado es especialmente susceptible de producir estrés
oxidativo y muerte neuronal a consecuencia de la falla mitocondrial (Pickrell et al., 2011). Uno de
los modelos que se han utilizado para recrear la EH se basa en la administracién de toxinas
mitocondriales como el 4cido 3 nitropropionico (3-NP) que bloquea al complejo 2 mitocondrial. Se

ha demostrado que la administracion intraestriatal asi como sistémica de 3-NP ocasiona de
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manera similar a la EH, la muerte de las NEM del nucleo estriado (Beal et al., 1993). La muerte de
la NEM por la administracion de 3-NP se ha asociado a la generacidn de estrés oxidativo (Broulliet
et al., 2005), produccidon de especies reactivas de oxigeno (Rosenstock et al., 2004) asi como
excitotoxicidad (Fu et al., 1994). Adicionalmente se ha encontrado evidencia de procesos
apoptadticos y necréticos en diferentes regiones del sistema nervioso tras la administraciéon de 3NP

(Pang y Geddes 1997)

Las alteraciones en la actividad mitocondrial reportadas en la EH pueden deberse a varios factores.
Entre ellos, se ha reportado que la Huntingtina mutada produce agregados proteicos en el
citoplasma (DiFiglia et al., 1997). Estos agregados son cortados por diferentes proteasas como la
calpaina o algunas caspasas (Wellington et al., 2000, Kim et al., 2001, Lunkes et al., 2002), los
fragmentos resultantes se translocan al nucleo y a la mitocondria (Lunkes et al., 2002, Panov et al.,
2002). Se ha reportado que las mitocondrias obtenidas de células que expresan la Huntingtina
mutada tienen un menor potencial de membrana y mantienen una capacidad menor de manejo
de calcio, asi mismo, se ha encontrado un déficit en la produccién de ATP debido a la disminucion
en la actividad de los complejos Il y IV (Panov et al., 2002, Choo et al., 2002, Milakovic y Jhonson
et al., 2005). En el nucleo, los fragmentos de la Huntingtina mutada reprimen la expresién de PGC-
la a través de la interferencia en la expresion de CREB (Cui et al., 2006). Se ha reportado que la

represidn en la expresién de PGC-1a produce falla mitocondrial asociada a la neurodegeneracion.

En el nucleo estriado, la Huntingtina mutada no solo interfiere con la expresién de PGC-1q,
también se ha encontrado que la Huntingtina mutada inhibe la sintesis de BDNF (Zuccato et al.,
2005). EI BDNF es un factor tréfico de la familia de las neurotrofinas que se han relacionado con
sobrevivencia neuronal, diferenciacidon neuronal y plasticidad sindptica. Se sabe que en el estriado
el BDNF es indispensable para la sobrevivencia de las neuronas espinosas medianas. Por lo que se
ha hipotetizado, que al menos en parte, el déficit de BDNF ocasiona la muerte de las NEM del

estriado (Zuccato y Catanneo., 2007).

Ademas del papel tréfico del BDNF, se ha reportado que modula la transmisién y plasticidad
sindptica en varias regiones del cerebro incluido el estriado y se han encontrado alteraciones en la

transmision y plasticidad sindptica en diferentes regiones del SNC en la EH.

29



Alteraciones plasticas en la EH.

Adicionalmente a las alteraciones motoras propias de la EH, el deterioro cognitivo es una de las
caracteristicas principales de la enfermedad, por lo que se ha estudiado arduamente la presencia
de alteraciones sinapticas y plasticas en diferentes regiones del cerebro que pudieran explicar el
déficit cognitivo. Una de las regiones mas estudiadas es el hipocampo, en la cual se ha encontrado
gue existe una deficiencia en la induccién y mantenimiento de la LTP en ratones que expresan la
Huntingtina mutada (Hodgson et al., 1999, Usdin et al., 1999). Asi mismo, se ha encontrado que
existe una disminucion en la expresién de la potenciacion post tetdnica (Hodgson et al., 1999), por
lo que se cree que durante la EH existen alteraciones en la maquinaria de liberacidon de
neurotransmisor que afecta la liberacién a altas frecuencias (Udsin et al., 1999, Di Fillipo et al.,

2007).

El hipocampo no es la Unica region del SNC que presenta alteraciones plasticas en la EH, como era
de esperarse, los fendmenos de plasticidad dentro del estriado también sufren modificaciones. Se
ha encontrado que la administracion aguda de 3-NP en rebanadas estriatales induce LTP
dependiente de PKC (Calabresi et al., 2001). Por otra parte, también se ha encontrado que los
animales tratados con 3-NP tienen deficiencias en la depotenciacién producida por estimulacion
de baja frecuencia en sinapsis que previamente produjeron LTP. Se piensa que las fallas en la
depotenciacidon son consecuencia de alteraciones en la plasticidad sinaptica de las interneuronas

colinérgicas (Piconni et al., 2006, Di Fillipo et al., 2007).

Los cambios en el sistema colinérgico pueden modificar la plasticidad sinaptica en el estriado. Sin
embargo, alteraciones en otros sistemas de neurotransmision como el dopaminérgico, que
participa en la plasticidad corticoestriatal pueden modificar la induccion de plasticidad en el
estriado. Existen reportes que muestran cambios en la concentracién de dopamina extracelular en
modelos genéticos y farmacoldgicos de la EH (Chen et al., 2013). Asi mismo se ha encontrado una
disminucién en la expresion de receptores dopaminergicos tipo D2 (Augood et al., 1997, Araujo et
al., 2000) los cuales se sabe, que son necesarios para el desarrollo de LTD. Sin embargo, no solo
existen cambios en la concentracidon de dopamina y la expresidn de sus receptores, también se ha
reportado que las proteinas que participan en la sefializacién dopaminérgica, y que pueden tener
un papel en la plasticidad estriatal, sufren cambios en su expresidn, tal es el caso de |la DARPP 32,
que se ha reportado que disminuye su expresion en el estriado, o la Cdk5, la cual incrementa (Van

Dellen et al., 2000; Crespo biel., 2009).
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Si bien es cierto que los fendmenos de plasticidad son la base celular de la memoria y el
aprendizaje, la desregulaciéon de estos fendmenos puede ocasionar el desarrollo de procesos
neurodegenerativos. En el estriado, la induccién de LTP no es comun, y se ha descrito que el tipo
de plasticidad evocado con mayor frecuencia en condiciones normales es la LTD. La LTP registrada
en modelos animales de la EH pudiera favorecer la exitotoxicidad y la muerte neuronal debido a
las altas concentraciones de calcio que entran a la célula, por lo que resulta de suma importancia
estudiar los mecanismos moleculares que subyacen a los cambios plasticos ocurridos en la EH y

gue pudiera favorecer la muerte neuronal.
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Justificacion:

La Cdk5 es una cinasa que modula la sefializacion dopaminérgica, la cual se conoce que es
importante para el establecimiento de la plasticidad sindptica corticoestriatal. Asi mismo, se sabe
que la Cdk5 participa en procesos neurodegenerativos como los ocurridos en la EH, en los cuales
se han descrito alteraciones en la plasticidad sinaptica. Se ha sugerido que las alteraciones en la
plasticidad sindptica estriatal ocurridas en la EH pudieran favorecer la muerte celular de las NEM
del estriado. Debido a lo anterior, es probable que la Cdk5 participe en la modulacién de la
plasticidad estriatal a través de modular la sefalizacion dopaminérgica y que los cambios en la
actividad y expresién de la Cdk5 participen en la plasticidad sindptica en modelos de la EH,
favoreciendo la muerte neuronal. Por lo cual, es de gran relevancia entender los mecanismos por
los cuales la Cdk5 participa en la plasticidad estriatal en condiciones fisioldégicas normales y como
estos mecanismos se ven modificados en un modelo de la EH para poder desarrollar nuevos

blancos terapéuticos enfocados a prevenir la neurodegeneracion que se produce en la EH.
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Hipétesis:

e Si la Cdk5 forma parte de la sefalizacién dopaminérgica de las neuronas espinosas
medianas del nucleo estriado, es posible que esta tenga un papel en la plasticidad estriatal
y que esta plasticidad se vea modificada en un modelo de la EH debido a las alteraciones

en la expresion y actividad de la Cdk5

Objetivos:

e Determinar si la Cdk5 participa en la plasticidad corticoestriatal en condiciones fisioldgicas
normales.

e En caso de que la Cdk5 participe en la plasticidad sinaptica corticoestriatal, describir el
mecanismo celular por el cual la Cdk5 modula la plasticidad sindptica dentro del estriado
en condiciones fisioldgicas normales.

e Determinar si la Cdk5 participa en los cambios en la plasticidad corticoestriatal en
animales tratados con en 3-NP como modelo de la enfermedad de Huntington

e Determinar el mecanismo por el cual la Cdk5 modula la plasticidad corticoestriatal en el

modelo de la Enfermedad de Huntington basado en la administracidon de 3NP.
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Metodologia
Tratamiento de animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 (Harlan, Inc, México) de 30 dias de nacidos los cuales recibieron
tratamiento con la toxina mitocondrial 3-NP. También se utilizaron ratones control a los cuales se
les administrd el vehiculo. Los procedimientos de cuidado y manejo de animales se realizaron
conforme a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-00-1999), titulada “Especificaciones Técnicas
para la Produccidn, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” y fueron aprobados por el comité
local de Bioética. El 3-NP se administrd intraperitonealmente a una dosis de 15 mg/kg en un
volumen que no rebasara 0.5 ml. El 3-NP se administré durante 5 dias, una vez por dia. Después de
finalizar las administraciones se les dejé dos dias de descanso. El 3-NP fue disuelto en Buffer
fosfatos (1 mM) y el pH se ajusté a 7.4. A los ratones control se les administré el Buffer fosfatos
durante los 5 dias y se les dejé descansar dos dias, igual que a los ratones que recibieron las
inyecciones de 3-NP, antes de realizar los experimentos electrofisioldgicos y de extracciéon de

proteinas.
Registro Electrofisiologico
Obtencion de rebanadas

Los ratones fueron anestesiados profundamente con éter y sacrificados mediante decapitacion. El
cerebro se extrajo del crdneo y fue sumergido durante un minuto en liquido cerebroespinal
artificial (ACSF) frio (4° C), el cual contenia: Cloruro de calcio (2 mM), Cloruro de potasio (3 mM),
Cloruro de magnesio (1 mM), Cloruro de sodio (125 mM), Bicarbonato de sodio (26 mM), Tiourea
(0.20 mM), Glucosa (0.01 M), Acido ascérbico (0.20 mM) pH 7.4). Los hemisferios fueron
separados y se colocaron en un vibratomo marca Pelco modelo 1000 plus, donde se realizaron
cortes sagitales de 400 y 300 um que contenian al nucleo estriado. Las rebanadas se incubaron por
1 hora en ACSF a temperatura ambiente antes de realizar los registros electrofisioldgicos. La

solucion ACSF fue burbujeada constantemente con una mezcla de 0,/CO, (95%/5%)

Para el registro de campo, se utilizaron rebanadas de 400 um de espesor las cuales fueron
colocadas en la cdmara de registro donde fueron perfundidas con ACSF gasificado constantemente

con la mezcla de 0,/CO.. La velocidad de perfusion de las rebanadas y la temperatura en la camara
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de registro fue monitoreada constantemente. El flujo permanecié constante durante todo el

experimento a una velocidad de 1-1.5 ml/min y una temperatura de 30°C-33°C.

Los registros electrofisioldgicos se realizaron en el estriado dorsolateral ubicado con ayuda de un
microscopio estereoscopico. Se colocd un electrodo de estimulacién bipolar de tungsteno,
acoplado a una unidad de aislamiento (DS2A, Digitimer LTD) en el cuerpo calloso, para estimular
los axones de las neuronas piramidales de la corteza que inervan al estriado y se utilizé un
electrodo de registro hecho de una pipeta de borosilicato situado dentro del estriado a=500um de
distancia del electrodo de estimulacidn. El electrodo de registro fue llenado con una solucién de
NaCl al 0.09%. La sefal obtenida fue amplificada con de un amplificador Grass P15D y digitalizada
con una tarjeta ATM10 acoplada a un sistema de andlisis de sefiales de un programa hecho en casa

en el ambiente LabView.

Registro unicelular en fijacion de voltaje

Para el registro de célula completa en la modalidad de fijacidon de voltaje, se utilizaron rebanadas
de 300um que contenian al nucleo estriado. Las rebanadas se pusieron en una camara de registro
continuamente perfundida con una solucidn Ringer que contenia en mM: 130 NaCl, 26 NaHCOj3,
1.25 NaH,PQ,, 3 KCl, 2.0 MgCl,, 2 CaCl2 y 10 Glucosa. Se ubico el nucleo estriado y se identificaron
las NEM con la ayuda de un microscopio Olympus BX51W!I de contraste de fases acoplado a una
camara CCD. Para registrar la actividad sindptica se utilizaron electrodos de borosilicato con una
resistencia de 3-5 MQ que contenian solucién interna compuesta en mM por: 72 KH,P0O,, 36 KCl, 2
MgCl, (6 H,0), 10 HEPES sal Na, 1.1 EGTA, 0.2 Na,ATP, 0.2 Na3;GTP. La sefial obtenida fue
amplificada con un amplificador Axopatch 200 B (Axon molecular devices) y digitalizada con una
tarjeta digitalizadora Digidata 1322 A (Axon molecular devices) acoplado a un software de

adquisicion (pClamp 9.1).

La resistencia en serie fue compensada en un 80% y solo se grabaron células que tenian una
resistencia de acceso por debajo de 30 MQ. La resistencia de acceso fue monitoreada durante
todo el registro, solo se aceptaron registros en donde la resistencia de acceso se mantuvo

constante a lo largo de todo el experimento.

La estimulacidon utilizada para evocar tanto una espiga poblacional como una respuesta
postsindptica excitatoria unicelular oscilé en un rango de 5 a 40 mV y con una duracion de 100-200

microsegundos. En todos los experimento electrofisiolégicos se realizaron curvas de intensidad-
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amplitud con el fin de ajustar el voltaje de estimulacion al voltaje que evocara la amplitud media

de la respuesta poblacional. La frecuencia de estimulacion que se utilizé fue de 0.1 Hz.

En todos los registros estuvo presente el antagonista de los receptores GABAA, Bicuculina (1 uM)
para aislar la transmision glutamatérgica estriatal. Una vez que se obtenia un registro poblacional
o unicelular, se monitoreaba la actividad sinaptica al menos 15 minutos para verificar la
estabilidad del registro y se grabd al menos 10 minutos de linea base antes de cualquier

manipulacion farmacolégica o estimulacién de alta frecuencia.

Curvas intensidad-amplitud

Para las curvas intensidad-amplitud se encontrd el voltaje minimo necesario para poder evocar
una respuesta sinaptica claramente definida. A este voltaje minimo se le consideré como el
umbral para generar la respuesta sinaptica. Posteriormente se incrementd el voltaje de
estimulacién en multiplos del umbral (1X, 1.5X, 2X, 2.5X, etc.) y se grabd cada incremento de
voltaje al menos 1 minuto. Para conocer la cantidad maxima de estimulacién, se continué
incrementando el voltaje de estimulacién hasta que la amplitud de la espiga poblacional ya no
incrementara a pesar del aumento en la estimulacién. A este valor de estimulacién se le consideré

como el valor supra umbral de estimulacion.

Protocolo de estimulacion a alta frecuencia.

Para evocar la plasticidad sindptica dentro del estriado se realizé un protocolo de estimulacién a
alta frecuencia el cual consistia en administrar 3 trenes de estimulacién a 100 HZ con un intervalo
de 20 segundos entre ellos. La estimulacidn durante el protocolo de alta frecuencia fue

supraumbral.

Western Blot

Obtencion de proteinas

Para el andlisis de la expresion de proteinas por Western Blot se obtuvieron proteinas
provenientes de tejido estriatal el cual fue disgregado mecanicamente en buffer de lisis que
contenia 26 mM Tris-HCl, 1% (v/v) Triton X-100, 1.3 glicerol, 130mM NaCl y Complete® (protease

inhibitor cocktail). Después de homogenizar el tejido mecanicamente, se centrifugd a 4500 rpm
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durante 5 minutos y se obtuvo el sobrenadante el cual contenia la fraccidn protéica. Las proteinas

se cuantificaron por la técnica de Bradfor y congelaron a -70°C
Electroforesis y transferencia.

Para la electroforesis se utilizaron geles de acrilamida/bis-acrilamida al 10%, lo cuales se cargaron
con 80ug de proteina en cada pozo. Para separar las proteinas por peso molecular, se realizé una
electroforesis aplicando una corriente de 90V y 150A durante 1:40 hr a en una cdmara de
electroforesis Biorad que contenia buffer de corrida (Tris, Glicina, SDS). Al terminar la
electroforesis las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF. Para la transferencia se
utilizé la misma camara de electroforesis que contenia buffer de transferencia (TRIS, Glicina,

Metanol) frio (4°C) y se aplicd una corriente eléctrica de 90 V y 150 A durante 2 horas.

Una vez que las proteinas fueron transferidas a la membrana de PVDF, esta se bloqued con leche

sin grasa al 5% en PBS durante toda la noche a 4°C.
Inmunodeteccion.

Para la detecciéon de las proteinas de interés se incubaron las membranas, previamente
bloqueadas, al menos 12 horas a 4°C con anticuerpos primarios especificos contra Cdk5 (Santa
Cruz), pDARPP-32 treonina 75 (Millipore), pDARPP-32 treonina 34 (Millipore), Tubulina (Cell
signalling), B-Actina (Santa cruz), p35 (Santa cruz) y Calpaina (Chemicon), los cuales se utilizaron a
una dilucién de 1:1000 en PBS+leche (5%,), con excepcidn de p35, el cual se utilizdé una dilucién de
1:500 en TBS + Leche. Después de la incubacion con los anticuerpos primarios, se realizaron 3
lavados, de 10 minutos cada uno, con PBS + tween 20 al (0.05%). Posteriormente se incubaron las
membranas con anticuerpos secundarios unidos a la enzima HRP durante 2Hr a temperatura

ambiente y al finalizar la incubacidn se repitio el ciclo de tres lavados con PBS+Tween 20.

Para detectar las proteinas se utilizd un sistema de quimioluminicencia y se revelé en placas
radiograficas marca Kodak. Las placas fueron escaneadas y se realizé la densitometria de la sefial

obtenida de cada una de las proteinas con ayuda del software Image J.
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Resultados

El inhibidor de la Cdk5 Roscovitine incrementa la induccion de la LTP en las sinapsis

corticoestriatales

La LTD es el tipo de plasticidad sindptica mas comun en el estriado

Uno de los objetivos principales del proyecto, fue evaluar el papel de la Cdk5 en la plasticidad
corticoestriatal en condiciones fisiolégicas normales. Para ello, se realizaron registros
electrofisiolégicos de campo en presencia y ausencia del inhibidor de la Cdk5 Roscovitine. En
ausencia de Roscovitine y después de un tren de estimulacion de alta frecuencia (EAF), se evocé
LTD y LTP en las sinapsis corticoestriatales. La LTD se presentd en el 62.5% de los registros
mientras la LTP en el 37.5% (Fig. 1B). Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente
en la literatura donde se ha reportado que la LTD es el tipo de plasticidad a largo plazo mds comun
en las sinapsis corticoestriatales. La disminucidn en la amplitud de la espiga poblacional en los
registros en donde se presentd el LTD fue de 51.762+8.17% con respecto al control mientras el
incremento en la respuesta sindptica en los registros que mostraron LTP fue de 31.544+4.643%

con respecto al control (Fig. 1C, D).

La inhibicion de la Cdk5 modula la transmisién corticoestriatal y favorece la induccién de LTP

Para evaluar el papel de la Cdk5 en la plasticidad corticoestriatal se administré Roscovitine a una
concentracién de 20uM en el baifo de perfusidn. La inhibicidon de la Cdk5 por Roscovitine produjo
un incremento de 113.57+21.91%, con respecto al control en la amplitud de la espiga poblacional
(Fig. 2A-C). Al analizar la facilitacion por pulso pareado, la cual es una herramienta que permite
discernir cambios a nivel pre o postsinaptico, se encontré una disminucion en la facilitacién por
pulso pareado (FPP) (antes de Roscovitine= 1.794+0.166 vs en presencia de Roscovitine=
1.05740.139) (Fig. 2A). Lo que sugiere la participacién de mecanismos presinapticos en la
modulacién sindptica por la inhibicion de la Cdk5. Después de aplicar la EAF para inducir
plasticidad en presencia de Roscovitine, se encontré que el porcentaje de registros que
presentaron LTP fue del 50% (Fig 2E). El incremento en la amplitud de la espiga poblacional en
estos registros fue del 64.864+6.598% con respecto al control (Fig. 2D), mientras que en los
registros donde se presentd LTD, la disminucion de la respuesta sinaptica fue de 27.485+5.48%

con respecto al control (Fig 2D). Al analizar la facilitacion por pulso pareado en estos registros, se
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encontrdé que en los registros en donde se presento LTD no hubo cambios significativos en la FPP
(pre EAF= 1.28162+0.23645 vs post EAF= 1.07476+0.11236) mientras que en los registros que
presentaron LTP se presentd una disminucion significativa en la FFP (pre EAF= 1.16602+0.23645 vs
post EAF= 1.07476vs0.11236) (Fig.- 3E-F). Al comparar la magnitud del LTP obtenido en presenciay
ausencia de roscovitine se encontrd que la inhibicidén de la Cdk5 favorece significativamente la LTP
incrementando la frecuencia de induccién y magnitud (frecuencia de LTP control= 32.5% vs

Roscovitine= 50%, Magnitud de LTP control=de 31.544+4.643% vs Roscovitine= 64.864+6.598%)
(Fig. 3).
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Figura 1.- Plasticidad sindptica corticoestriatal en condiciones fisiolégicas. A) Trazos representativos de
registros de campo antes y después de EAF. Arriba, trazo de un registré en donde se indujo LTP. Abajo, trazo
de un registro en donde se indujo LTD. B) Grafica de pastel que muestra el porcentaje de registros en los que
se indujo LTD y LTP. C) Curso temporal de registros poblacionales en los que se indujo LTD y LTP. Se grafica el
% de amplitud de la espiga poblacional (EP) normalizada al 100%. D) Grafica de Boxplot que muestra los

cambios en la amplitud de la EP en los registros que mostraron LTD y LTP
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Figura 2.- La inhibicién de la Cdk5 modula la transmisién sinaptica corticoestriatal y la plasticidad sindptica.
A) Trazos representativos de un registro de campo que muestra el incremento en la EP antes y durante la
aplicacién de Roscovitine. B) Curso temporal de la modulacidn de la EP al aplicar Roscovitine en el bafio de
perfusion. C) Grafica de Boxplot que muestra el incremento en la EP al ser inhibida la Cdk5. C) Curso
temporal de registros que mostraron plasticidad en condiciones en las que fue inhibida la Cdk5. E) Gréfica de

pastel que muestra el % de registros poblacionales que mostraron LTD y LTP en presencia de Roscovitine
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Figura 3.- La inhibicién de la Cdk5 favorece la LTP. A) Trazos representativos de registros de campo en los
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mostraron LTP en presencia y ausencia de Roscovitine. D) Analisis de la FPP antes y después de la EAF en
ausencia de Roscovitine. E) Andlisis de la FPP antes y después de la EAF en presencia de Roscovitine F)

Analisis de la FPP antes y después de la EAF en presencia y ausencia de Roscovitine
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El favorecimiento de la LTP producido por la inhibicion de la Cdk5 depende de la activacion de

receptores dopaminérgicos

Se ha reportado que la Cdk5 participa en la via de sefializacién de los receptores dopaminérgicos
tipo D1, los cuales se han relacionado con la inducciéon de LTP. Para conocer si los receptores
dopaminergicos se encontraban involucrados en el mecanismo por el cual la Cdk5 favorece la LTP
corticoestriatal, se realizaron experimentos en presencia de roscovitine y antagonistas especificos
de receptores tipo D1 y tipo D2 (SCH23390 y Sulpiride respectivamente). En presencia de
SCH23390 1uM, se previno completamente la induccién de LTP (pre EAF=101.03343+0.73621 vs
post EAF= 102.71519 % 5.12222) (Fig. 4 A,C,D), mientras que en los registros donde estuvo
presente Roscovitine + Sulpiride 1uM, la magnitud del LTP fue significativamente menor que en
donde solo estuvo presente roscovitine (LTP Roscovitine= 64.864 + 6.598 vs LTP Roscovitine +
Sulpiride= 27.721 + 6.285) (Fig 4B-D). El analisis de la FPP no mostrd diferencias significativas en
ninguno de los grupos (FPP SCH pre EAF=0.98055+0.0652 vs post EAF= 0.93332+0.0814; FPP
Sulpiride pre EAF=1.0254+0.04726 post EAF= 0.89143+0.02324) (Fig. 4E-G)

La via PKA/DARPP32 participa en el mecanismo por el cual la inhibicién de la Cdk5 favorece la

LTP

Se conoce que la activacién de los receptores Dopaminérgicos controla la actividad de la PKA,
siendo la activacidn de receptores D1 promotora de la activacidon de la PKA, mientras que la
activacion de receptores D2 es inhibitoria. Una vez activada la PKA, ésta fosforila a la DARPP-32 en
el residuo treonina 34, convirtiéndola en un inhibidor de la PP1. Adicionalmente, la Cdk5 fosforila
a la DARPP-32 en el residuo treonina 75 convirtiéndola en un inhibidor de la PKA. Debido a lo
anterior, y teniendo en cuenta que la activacion de los receptores dopaminergicos esta
involucrada en el favorecimiento del LTP por la inhibicién de la Cdk5, se realizaron experimentos
en presencia de un inhibidor de la PKA (H89) y Roscovitine para conocer si la PKA participa en el

mecanismo del favorecimiento del LTP ocasionado por la inhibicién de la Cdk5.

En presencia de Roscovitine + H89 (5 uM) se previno la induccién de LTP después de una EAF (pre
EAF= 100.609+0.373, Post EAF= 101.427 + 4.29) (Fig. 5A-C), lo que sugiere la participacion de la
PKA en el favorecimiento de la LTP originado por la inhibicidn de la Cdk5. Como se esperaba, el
valor de la facilitacion por pulso pareado (FPP) no cambid en estos registros (pre EAF=

0.95871+0.03682 vs post EAF= 0.88438+0.05187) (Fig. 5D, E). Por otra parte, debido a que la
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DARPP-32 integra la sefializacién dopaminérgica con la actividad de la Cdk5; se realizaron
experimentos en donde se analizé el estado de fosforilacién de la DARPP-32 en presencia y
ausencia de roscovitine. En estos experimentos se encontrd que la aplicacion de Roscovitine
incrementa la fosforilacion del residuo treonina 34 asociado a la activacion de PKA en 2.12 veces
comparado con el control, mientras que disminuye la fosforilacién del residuo treonina 75 en un
39% respecto al control (Fig. 6). Asi mismo, se encontré que en condiciones de alto potasio
(10mM), que producen una despolarizacién masiva similar a la generada por trenes de alta
frecuencia, se incrementa la fosforilacion del residuo treonina 34 de la DARPP-32.
Adicionalmente, en presencia de alto potasio + roscovitine, el incremento en la fosforilacién del

residuo treonina 34 es alin mayor que el obtenido solo en presencia de alto potasio (Fig. 6).
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Figura 4.- El favorecimiento de la LTP por la inhibicion de la Cdk5 depende de la activacién de los receptores
dopaminérgicos. A) Trazos representativos de registros poblacionales en presencia de Roscovitine +
sulpiride. B) Trazos representativos de registros poblacionales en presencia de Roscovitine + SCH23390. C)
Curso temporal de registros poblacionales en presencia de Roscovitine + sulpiride (circulos cerrados) y
Roscovitine + SCH 23390 (circulos abiertos). D) Grafica de Boxplot que muestra el cambio en la amplitud de
la EP después de la EAF en presencia de Roscovitine, Roscovitine + sulpiride y Roscovitine + SCH 23390. E)
Anilisis de la FPP antes y después de la EAF en presencia de roscovitine + SCH 23390. F) Analisis de la FPP
antes y después de la EAF en presencia de Roscovitine + sulpiride. G) Analisis de la FPP antes y después de la

EAF en presencia de Roscovitine, Roscovitine + SCH 23390 y Roscovitine + sulpiride.

44




Post EAF Sobreposicion

A Pre EAF
£
= »
e M jﬁ\ ;
Q o
g o
m -
25 ms
B C
Roscovitine + H89 *
250 - 250 -
200 4 = 200 4 ‘
o o
W Eap  ROscovitine LTP w i
© 150 1 - 1501
=5 =
3 s g 1001 ——
£ 1004 (L L i"ﬂ""-'{rﬁﬁh s 100
R RN
50 4 50 -
0 0 L} L}
N ! ! ! ! iti Roscovitine
0 10 20 30 40 Roscovitine ¢
Tiempo (Minutos) H89
D E
1.4- 1.4 - ® Roscovitine © Rosc + H89
g 1.21 g 1.2 4
@ 3
S— ——————— o
o o
o 1.0 1.0 1
T o {
0.8 0.8 1
Pre EAF Post EAF Pre EAF Post EAF
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Roscovitine.
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Canales de calcio tipo L y receptores NMDA participan en el favorecimiento del LTP por la

inhibicion de la Cdk5

Se sabe que el incremento en la concentracién de calcio intracelular favorece la induccién de LTP,
asi mismo, se ha reportado que la actividad de la PKA puede producir un incremento en las
concentraciones de calcio intracelular al fosforilar canales de calcio dependientes de voltaje, y
receptores ionotrdpicos permeables a calcio, como los receptores NMDA. Para conocer si dos de
las entradas de calcio (Canales de calcio tipo L y receptores NMDA) participan en el efecto de la
inhibicidn de la Cdk5 sobre la LTP, se realizaron experimentos en presencia del inhibidor del canal
de calcio tipo L, Nifedipine (10uM), y el antagonista de receptores NMDA, AP5 (50uM), en
presencia de Roscovitine. En los registros donde estuvieron presentes AP5 + Roscovitine hubo una
disminucién significativa del LTP comparado con los registros en donde solo estuvo presente
roscovitine (LTP Roscovitine= 64.864+6.598% LTP Roscovitine + AP5= 25.584+3.85) (Fig.7 A,C,D),
mientras que en los registros donde estuvieron presentes Nifedipine y Roscovitine, se previno
completamente la induccion del LTP (Pre EAF=99.789+0493 Post EAF= 103.322+3.486) (Fig. 7B-D).
Esto Muestra que el incremento en la LTP producido por la inhibicién de la Cdk5, se debe
parcialmente a la activacion de los receptores NMDA y a la activacion de los canales de calcio tipo
L. El andlisis de la FPP en ambas condiciones no mostré diferencias significativas (FPP AP5 pre
EAF=1.34615+0.18967 vs post EAF=1.15353+0.13501; FFP Nifedipine pre EAF= 1.1602+0.16554 vs
post EAF=1.08686+0.09735) (Fig. 7 E-G)
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El favorecimiento de la LTP se presenta en las dos subpoblaciones de neuronas espinosas

medianas

Mediante la técnica de campo se observd que la inhibicidn de la Cdk5 favorece la induccidn de la
LTP en sinapsis corticoestriatales. Asi mismo, se encontré que el mecanismo por el cual se
favorece la LTP tras la inhibicién de la Cdk5 involucra la activacidon de receptores dopaminérgicos,
la activacion de la PKA, asi como la participacion de los canales de calcio tipo L y receptores
NMDA. Sin embargo, debido a la participacion de los receptores dopaminérgicos, que se
encuentran expresados diferencialmente en las dos subpoblaciones de espinosas medianas, es
posible que el efecto de la inhibicion de la cdk5 sobre la plasticidad estriatal sea diferente en
ambos tipos de espinosas medianas. Para conocer si la Cdk5 modula diferencialmente Ia
plasticidad en las dos subpoblaciones de espinosas medianas, se realizaron experimentos de
registro de célula Unica en ratones que expresan la proteina fluorescente verde en las neuronas
espinosas medianas que expresan el receptor D1 y conforman la via directa. En estos
experimentos se encontré que en ambas poblaciones de espinosas medianas (GFP+ y GFP-) se
induce LTD después de la EAF (GFP-pre EAF=101+0.29936 vs post EAF=71.23778+3.64852, GFP+
pre EAF= 100.62595+0.80927 vs post EAF= 61.78255+9.36815)(Fig. 8), adicionalmente se observd
que después la inhibicién de la Cdk5 por Roscovitine, en ambas poblaciones existe un cambio en
el tipo de plasticidad a largo plazo cambiando de LTD a LTP (Pre EAF=99.656+0.468% Post EAF=
138.107+12.421%) (Fig 9 A,B). Debido a que en ambas poblaciones se obtuvo LTP con

potenciaciones similares los datos se muestran juntos.

Para analizar si el LTP producido en condiciones en donde la Cdk5 fue inhibida es debido a cambios
pre o postsinapticos, se analizé la FPP. En estos registros se encontré que, en presencia de
Roscovitine y después de la EAF no hay cambios en el valor de la FPP (pre EAF=1.26816+0.09474
vs post EAF= 1.10207+0.03568) (Fig. 9C), por otra parte, al analizar la constante de tiempo al pico,
la cual es otro parametro que permiten discernir con mayor eficacia componentes pre y
postsindptico, se encontré que en los registros en donde se encontraba presente roscovitine, el
valor de la constante no sufri6 cambios (pre EAF= 0.74548+0.11457 vs post EAF=
0.71133+0.05773) (Fig. 9D). Sin embargo, es importante mencionar que al comparar el valor de la
constante al pico en presencia y ausencia de roscovitine, se encontré un decremento en el valor

de la constante (Control= 1.12099+0.084 vs Roscovitine 0.74548+0.11457) (Fig. 9E,F) lo que
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sugiere que la inhibicion de la Cdk5 produce cambios en la transmision sindptica a nivel

postsindptico.
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izquierda.- Imagen que muestra el registro de una célula GFP+, D1+. Derecha.- Curso temporal que muestra

la plasticidad sinaptica después de la EAF en una neurona D1+. C) izquierda.- Imagen que muestra el registro
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El cambio de LTD a LTP por la inhibicion de la Cdk5 tiene un componente presinaptico y

postsinaptico

Los datos obtenidos muestran que la inhibicién de la Cdk5 favorece la LTP a través de favorecer la
via de sefializacion de los receptores D1/PKA/DARPP32/Canales de calcio tipo L/receptores NMDA.
Varios de estos blancos celulares, asi como la Cdk5, se encuentran expresados tanto en la
presinapsis como en la postsinapsis. El andlisis de la FPP sugiere que existe un componente
presinaptico. Sin embargo, el analisis de la constante al pico sugiere que es posible la participacion
de un efecto a nivel postsindptico. Se sabe que el andlisis de la FPP no siempre permite dilucidar
efectos a nivel presindptico cuando existe la participacion simultdnea de la postsindpsis. Debido a
esto, y para conocer si el cambio en el tipo de plasticidad en las sinapsis corticoestriatales
involucra solamente la inhibicidn de la Cdk5 en la postsinapsis, o bien en la pre y la postsinapsis, se
realizaron 2 series de experimentos. En la primera serie de experimentos, se examind si la
inhibicion de la Cdk5 solo en la postsinapsis era suficiente para el favorecimiento de la LTP. Para
ello, se realizaron registros de célula uUnica en los cuales se inhibié la Cdk5 Unicamente en la
postsinapsis al poner la Roscovitine en la pipeta de registro. Los resultados de estos experimentos
muestran que después de la EAF se induce LTD en todos los registros que mostraron plasticidad
(Pre EAF=101.5460310.0581 Post EAF= 67.064+6.920) (Fig. 10A). Este resultado indica que para el
cambio de LTD a LTP por la inhibicién de la Cdk5, es necesaria la inhibicién de la Cdk5 en la
presindpsis. Por otra parte, para conocer si son necesarios cambios en la postsindpsis para
favorecer la LTP y tomando en cuenta que la actividad de la PKA es necesaria para el
favorecimiento de la LTP, se realizaron experimentos en donde se inhibié a la Cdk5 en la pre y la
postsinapsis al aplicar Roscovitine en el bafio de perfusion y el inhibidor de la PKA solo en la
postsinapsis. En estos experimentos, se encontré que después del tren de estimulacién de alta
frecuencia, no se indujo LTP, pero tampoco LTD (pre EAF= 98.18412+1.19245 vs post EAF=
84.24724+8.00635) (Fig. 10B). Este resultado muestra que existe un componente postsinaptico
mediado por la PKA en el favorecimiento de la LTP por la inhibicidn de la Cdk5. También sugiere

que la inhibicién de la Cdk5 en la presinapsis es suficiente para prevenir la induccién de la LTP.
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Figura 10.- La facilitacién del LTP por la inhibicidn de la Cdk5 tiene un componente pre y postsindptico. A)
Curso temporal de registros de célula Unica en presencia de Roscovitine en la pipeta de registro. B) Trazo
representativo de un registro de célula Unica en presencia de Roscovitine en la pipeta de registro. C) Curso
temporal de registros de célula Unica en presencia de Roscovitine en el bafio de perfusion y H89 en la pipeta
de registro. D) Trazo representativo de registros de célula Unica en presencia de Roscovitine en el bafio de

perfusion y H89 en la pipeta de registro.
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Alteraciones en la plasticidad sinaptica corticoestriatal tras la inhibicion del complejo 2

mitocondrial: implicaciones de la Cdk5.

La administracion subcrénica de 3-NP produce alteraciones en la transmision y plasticidad

sinaptica en el estriado.

La administracion de 3-NP produjo un incremento en la amplitud de las corrientes sindpticas
espontaneas sin modificar la frecuencia de aparicién de los eventos sinapticos, ni las constantes de
tiempo al pico y decaimiento de los eventos (Fig 11). Adicionalmente, en registros de célula Unica
se observo la pérdida de la LTD después de un tren de estimulacion de alta frecuencia (control pre
EAF=100.61974 + 0.64 post EAF=56.14379 + 10.068 vs 3NP pre EAF=99.37 + 0.86 post EAF= 87.42
+ 9.45 (Fig. 12), en su lugar se presentd una potenciacién post-tetanica durante los primeros
minutos después de la EAF (pre EAF= 99.37452 + 0.86472 post EAF PPT=132.37833 + 21.58382)
(Fig. 12).

La administracion de 3-NP produce un incremento en la expresion de Cdk5.

La Cdk5 esta ampliamente expresada en el nucleo estriado, su actividad modula la transmision
sindptica, asi como la plasticidad a largo plazo en las sinapsis corticoestriatales. Previamente se ha
reportado el incremento en la expresién de Cdk5 en diferentes modelos de la EH, por lo que las
alteraciones sindpticas observadas en los animales tratados con 3-NP pudieran deberse a cambios
en la expresidon de la Cdk5. Para conocer si la administraciéon subcrdnica de 3-NP modifica la
expresion de la Cdk5 en el estriado se realizaron ensayos de inmunodeteccién con la técnica de
WB en tejido proveniente de ratones tratados con 3-NP. En estos experimentos se encontré que la
administracion sistémica de 3-NP produce un incremento en la expresién de la Cdk5 de 1.54+0.163

veces con respecto al control (Fig. 13).

La administracion de 3-NP incrementa la fosforilacién de DARPP 32 en treonina 34y 75.

Previamente se demostrd que en condiciones fisioldgicas normales la Cdk5 modula la plasticidad
sindptica a través de la fosforilacién de la DARPP 32. Para conocer si el incremento en la expresién
de la Cdk5 pudiera originar los cambios plasticos observados tras la administraciéon de 3-NP, se
evalud el estado de fosforilacion de la DARPP-32 en el residuo treonina 75, el cual es fosforilado

directamente por la Cdk5 y en el residuo treonina 34, el cual es fosforilado por la PKA. El analisis
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del estado de fosforilacion de la DARPP 32 muestra que después de la administracion
intraperitoneal de 3-NP existe un incremento en la fosforilacidn del residuo treonina 75 de
1.396+0.157 con respecto al control mientras en el residuo treonina 34 existe un incremento de
2.5019+0.579 con respecto al control (Fig. 13). Es importante resaltar que la administracion de 3-

NP no produce cambios en la expresién de DARPP 32 total.
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Figura 11.- Cambios en la transmision sinaptica basal en ratones tratados con 3NP. A) Trazos representativos
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La inhibicion de la Cdk5 no restaura la plasticidad sindptica.

Previamente se ha reportado que la Cdk5 participa en la expresién del LTD en el estriado, por lo
que es posible que el incremento en la expresién de la Cdk5 en los animales tratados con 3-NP
produzca alteraciones en la expresion de la LTD después de la EAF. Para estudiar la participacion
de la Cdk5 en la plasticidad estriatal de los animales tratados con 3-NP, se realizaron registros en
presencia del inhibidor de la Cdk5 Roscovitine (20uM). Sorpresivamente en los registros en donde
se encontraba presente Roscovitine, no se logré restaurar el LTD, por el contrario, se encontré que
en presencia de Roscovitine y después de la AEF, se observd una LTP moderada (pre EAF=
100.92882 + 0.7113post EAF= 116.19501 + 9.81041) (Fig. 14A, B). Al analizar la FPP encontramos
gue antes de la EAF, la FPP en los registros en donde se encontraba presente la Roscovitine, fue
significativamente menor que en los registros en donde no se encontraba en el bafio de perfusién
(FPP 3NP= 1.45068+0.05661 vs 3NP roscovitone= 1.22096+0.07095). Por otra parte, cuando se
analiza el cambio en la FPP antes y después de la EAF se encontré una disminucién en la FPP

cuando la Cdk5 fue inhibida (pre EAF=1.22096+0.07095 vs post EAF=1.10868+0.03187) (Fig. 14C)

La inhibicion de la Cdk5 en animales tratados con 3-NP produce un LTP que no depende de la

activacion de los receptores D1, pero si de la actividad de la PKA.

Previamente se habia mostrado que la inhibicidn de la Cdk5 en condiciones fisiolégicas normales
producia un LTP que dependia de la via de sefializacion D1/PKA/canales de calcio tipo L/receptores
NMDA. Para conocer si el LTP obtenido después de la inhibicién de la Cdk5 en ratones tratados
con 3-NP, era igual al obtenido en condiciones fisiolégicas normales, se realizaron registros en
presencia de Roscovitine + el antagonista de receptores D1 (SCH 23390 1uM) y Roscovitine +
inhibidor de PKA (H89 1uM). A diferencia de lo observado en condiciones fisiolégicas normales, el
bloqueo de los receptores D1 no previno la induccién de LTP (pre EAF= 100.2636+0.42868 post
EAF=111.10159+11.91204) (Fig. 15A,B), sin embargo la inhibicidn de la PKA si previno la expresion
del LTP (pre EAF= 99.64883+0.38452 post EAF= 96.88136+4.71687) (Fig. 16A,B). En ninguna de las
dos condiciones hubo un cambio en la FPP antes y después de la EAF (FPP Rosc + SCH pre EAF=
1.19289+0.06159 vs post EAF= 1.17753+0.06109, FPP Roscovitine + H89 pre EAF= 1.1927+0.04825
vs post EAF= 1.14795+0.05672) (Figl5Cy 16C).
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Figura 14.- La inhibicidn de la Cdk5 en animales tratados con 3NP no restaura la plasticidad y favorece la LTP.

A) Trazos representativos de registros de célula Gnica en rebanadas de cerebro de ratones tratados con 3NP

(izquierda) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo presente Roscovitine en el bafio (derecha). B)

Curso temporal de registros de célula Unica que muestra la plasticidad después de la EAF en rebanadas de

cerebro de ratones tratados con 3NP (circulos cerrados) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo

presente Roscovitine en el bafio (circulos abiertos) C) Analisis de la FPP antes y después de la EAF en ratones

tratados con 3NP (circulos cerrados) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo presente Roscovitine

en el bafio (circulos abiertos).
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Figura 15.- El antagonista de los receptores D1 no previene el LTP producido por la inhibicion de la Cdk5 en
los ratones tratados con 3NP. A) Trazos representativos de registros de célula Unica en rebanadas de
cerebro de ratones tratados con 3NP y Roscovitine (izquierda) y de ratones tratados con 3NP y en las que
estuvo presente Roscovitine + SCH 23390 (derecha). B) Curso temporal de registros de célula Unica que
muestra la plasticidad después de la EAF en rebanadas de cerebro de ratones tratados con 3NP y en
presencia de Roscovitine (circulos cerrados) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo presente
Roscovitine + SCH 23390 en el bafio (tridngulos negros) C) Analisis de la FPP antes y después de la EAF en
ratones tratados con 3NP y Roscovitine (circulos cerrados) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo

presente Roscovitine + SCH 23390 en el bafio (tridngulos negros).
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Figura 16- El inhibidor de la PKA H89 previene el LTP producido por la inhibicion de la Cdk5 en los ratones
tratados con 3NP. A) Trazos representativos de registros de célula Unica en rebanadas de cerebro de ratones
tratados con 3NP y Roscovitine (izquierda) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo presente
Roscovitine + H89 (derecha). B) Curso temporal de registros de célula Unica que muestra la plasticidad
después de la EAF en rebanadas de cerebro de ratones tratados con 3NP y en presencia de Roscovitine
(circulos cerrados) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo presente Roscovitine + H89 en el bafio
(estrellas) C) Analisis de la FPP antes y después de la EAF en ratones tratados con 3NP y Roscovitine (circulos
cerrados) y de ratones tratados con 3NP y en las que estuvo presente Roscovitine + H89 en el bafio

(estrellas).
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Discusion:

Los procesos de plasticidad sinaptica en el estriado han sido estudiados arduamente. Sin embargo,
los mecanismos moleculares que subyacen a estos fendmenos aun no son comprendidos por
completo. En este trabajo se mostrd, por primera vez, el papel de la Cdk5 en la plasticidad

sindptica corticoestriatal en condiciones fisiolégicas normales y en un modelo de la EH.

Papel de la Cdk5 en la plasticidad corticoestriatal en condiciones fisioldgicas normales

Los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron que la inhibicién de la Cdk5, a través del
inhibidor especifico Roscovitine, favorece la excitabilidad del nucleo estriado al modular

positivamente la transmisién glutamatérgica y favorecer la induccion de la LTP corticoestriatal.

El uso del inhibidor especifico de la Cdk5, Roscovitine, incrementd la transmisién glutamatérgica
medida con potenciales de campo. Previamente, Chergui y colaboradores reportaron que la
inhibicidn de la Cdk5 incrementa las corrientes activadas por los receptores NMDA (Chergui et al.,
2004). Sin embargo, debido a las condiciones experimentales en las que se realizaron los registros
electrofisiolégicos, en donde estaba presente el magnesio en el medio extracelular, el cual
bloquea los receptores NMDA, la participacién de este tipo de receptores en el incremento de la
transmisién glutamatérgica es poco probable. Por otra parte, la disminucion en el pulso pareado
sugiere que la modulacidon en la transmisidn glutamatérgica producida por la inhibicién de la Cdk5
tiene un componente presindptico. Se ha reportado que la inhibicién de la Cdk5 incrementa la
liberacion de neurotransmisor en sinapsis de hipocampo al modular la conductancia del poro de
fusion (Barclay et al., 2004), accediendo al pool de vesiculas de reserva (Kim and Ryan 2010) y al
incrementar las corrientes de calcio de canales P/Q y N (Tomizawa et al., 2002 y Su et al., 2012),
las cuales se sabe participan en la liberacién de neurotransmisor en las terminales
corticoestriatales (Bargas et al., 1998). Es posible que el incremento en la amplitud de los
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potenciales de campo por la inhibicion de la Cdk5 se deba a una mayor liberacién de glutamato de

las terminales corticoestriatales a través de uno o varios de los mecanismos anteriores.

De igual manera, se reportd que la inhibicién de la Cdk5 produce cambios en el tipo y magnitud de
la plasticidad corticoestriatal. Previamente se ha encontrado en regiones como el hipocampo, que
la Cdk5 es importante para el establecimiento de la plasticidad sinaptica, ya que la inhibicidn de la
Cdk5 previene la induccion de la LTD (Ohshima et al., 2005) y la LTP (Li et al., 2001) (aunque
existen reportes que muestra que ratones KO condicionales de Cdk5 tienen un incremento en la
LTP [Hawasli et al., 2007]). Este trabajo muestra que en el estriado, la inhibicion de la Cdk5
favorece la induccion de la LTP, al mismo tiempo que disminuye la induccion de la LTD.
Anteriormente se ha reportado que la LTP puede inducirse con estimulacion de alta frecuencia
solo en ausencia de magnesio (Calabresi et al., 1992b; Mahon et al., 2004; Lovinger, 2010). Si bien
existen otros protocolos de estimulacién en el estriado capaces de inducir LTP en presencia de
magnesio, la mayoria de ellos se basan de igual forma en la activacidn de los receptores NMDA a
través de despolarizaciones (Fino y Venance, 2010; Hawes et al., 2013; Agustin et al,, 2014). La
necesidad de los receptores NMDA para la induccion de la LTP, se basa en su cualidad de ser
permeables a calcio, por tanto, su activacién produce el incremento en la concentracion de calcio
intracelular que finalmente favorece la activacion de vias de sefializacion que facilitan la induccién
de la LTP (Calabresi et al., 1992, Surmier et al., 2007). Interesantemente, la inhibicién de la Cdk5
permite la expresidon de la LTP aun en presencia de magnesio e inclusive en presencia de un
antagonista de los receptores NMDA como el AP5. Lo anterior sugiere que el mecanismo que
subyace a la induccidn de la LTP por la inhibicién de la Cdk5 no depende, al menos por completo,
de la activacidon de los receptores NMDA. Es probable que la Cdk5 module negativamente las
entradas de calcio a la célula o bien, que las vias de sefalizacidon que regulan las entradas de calcio,

favorezca el influjo de calcio, permitiendo asi la expresion de la LTP.
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Una de las vias de sefializacién en las que participa la Cdk5 y que se ha relacionado con la
plasticidad estriatal es la sefializacién dopaminérgica, cuya activacién modifica la concentracion de
calcio intracelular (Centonze et al., 2001; Reynolds et al., 2002; Wang et al., 2006; Lovinger, 2010).
Los datos obtenidos en presencia de los antagonistas de receptores dopaminérgicos indican que,
el favorecimiento de la LTP por la inhibicidn de la CdK5 depende de la activacién de receptores D1
y D2. Se ha reportado previamente que la activacion de los receptores D1 es importante para el
desarrollo de la LTP en el estriado (Calabresi et al., 1992, Calabresi et al., 2000, Centonze et al.,
2001). La Cdk5 modula la sefializacién de los receptores D1 a nivel de la DARPP-32 al fosforilar el
residuo treonina 75 (Bibb et al., 1999 y Chergui et al., 2004). Se sabe que la DARPP-32 es
importante para los fenédmenos de plasticidad, ya que su supresién impide la induccién de la LTP y
la LTD en el estriado (Calabresi et al., 2001), esto puede deberse a su papel como integrador de la
sefal dopaminérgica y glutamatérgica. Los resultados obtenidos del anadlisis del estado de
fosforilacién de la DARPP-32 mostraron que la inhibicién de la Cdk5 por Roscovitine, decrementa
la fosforilacién del residuo treonina 75 e incrementa la fosforilacion del residuo treonina 34. El
incremento en la fosforilacion del residuo treonina 34 es consecuencia de la disminucién de la
fosforilacién del residuo treonina 75. La fosforilacion del residuo treonina 75 convierte a la DARPP-
32 en un inhibidor de la PKA (Bibb et al 1999), la disminucién en la fosforilacién del residuo
treonina 75 desinhibe a la PKA favoreciendo la fosforilacion del residuo treonina 34. Asi mismo, en
condiciones de alto potasio, la inhibicion de la Cdk5 incrementa la fosforilacion del residuo
treonina 34 de la DARPP-32. El incremento en la fosforilacién de DARPP-32 en treonina 34 es
mayor al ocurrido en condiciones normales de potasio. Las concentraciones de alto potasio
producen una despolarizacion masiva similar a la producida por la EAF, por lo que es probable que
la EAF produzca un efecto similar en el estado de fosforilaciéon de la DARPP-32. El incremento en la

fosforilacién de la DARPP-32 en treonina 34 en ambas condiciones muestra que tanto la inhibicion
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de la Cdk5 asi como la EAF favorecen la via de sefializacion de los receptores D1. Este

favorecimiento tiene como consecuencia el incremento en la induccién de la LTP.

Por otra parte, los receptores D2 usualmente se han relacionado con la expresion de LTD. Sin
embargo, los experimentos en donde estuvo presente sulpiride + roscovitine muestran que, al
menos en parte, el incremento en la LTP producido por la inhibicién de la Cdk5 depende de la
activacion de estos receptores. Se conoce que los receptores D2 activan a la PKC (Surmier et al.,
2007), la cual se ha reportado que participa en la expresién de la LTP (Gubellini et al., 2004).
Adicionalmente, los receptores D2 modulan la actividad de la DARPP-32 a través de la activacion
de la PP2B y la inhibicién de la PKA. Se sabe que a nivel postsinaptico la actividad de la PKA y Ia
PKC modulan la transmision glutamatérgica y la plasticidad sinaptica (Landwehrmeyer et al., 1995,
Scannevin et al., 2000; Surmier et al., 2007) por lo que es probable que alguna de estas vias de
sefalizacion activadas por los receptores D2 participe en el favorecimiento de la LTP por la
inhibicion de Cdk5. Por otra parte, se conoce que los receptores D2 se encuentran expresados en
las terminales presindpticas y modulan la liberacidon de neurotransmisor (Bamford et al., 2004). Los
datos obtenidos del andlisis de la FPP muestran que, la LTP inducida por la inhibicidon de la Cdk5
tiene un componente presinaptico. Por lo que es posible que este componente se encuentre

relacionado con la activacién de los receptores D2 en las terminales presinapticas.

La activacién de la PKA parece ser fundamental para el favorecimiento de la LTP por la inhibicién
de la Cdk5. Los datos obtenidos de los registros en donde se encontraba presente roscovitine +
H89 muestran que la inhibicién de la PKA previene la induccion de la LTP, en especial la inhibicion
a nivel postsinaptico de la PKA es suficiente para prevenir la induccién de la LTP. A nivel
postsindptico, la PKA modula, entre otras cosas, la entrada de calcio a la célula a través de

fosforilar canales idnicos permeables a calcio como los canales de calcio tipo L (Hernandez-Lépez
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et al., 1997) y los receptores NMDA (Flores-Hernandez et al., 2002). La fosforilacion del receptor
NMDA vy de los canales de calcio tipo L por la PKA produce un incremento en su conductancia al ser
activados, lo que puede generar un incremento en la concentracién de calcio intracelular y
favorecer la excitabilidad neuronal y la expresién de LTP (Mahon et al., 2004). Los experimentos
gue se reportan aqui en presencia de Roscovitine + AP5 y Roscovitine + Nifedipine mostraron que
los receptores NMDA vy los canales de calcio tipo L participan en el favorecimiento de la LTP por la
inhibicion de la Cdk5. Cabe destacar que la activacién de los canales de calcio tipo L y no los
receptores NMDA es indispensable para la expresiéon de la LTP por la inhibicion de la Cdk5. Esta
observacién muestra un nuevo papel de los canales de calcio tipo L en la LTP corticoestriatal que

no habia sido reportado anteriormente.

Es importante mencionar, que a pesar del uso de diferentes farmacos que lograron prevenir el
favorecimiento de la LTP producido por la inhibicidn de la Cdk5, no fue posible restaurar la LTD en
las sinapsis corticoestriatales. Por lo que es posible que los mecanismos por los cuales la Cdk5
modula la LTD sean diferentes a los que modulan la LTP. Se sabe que a pesar de que la induccion
de la LTD es a nivel postsinaptico, su expresion es a nivel presindptico e involucra una disminucion
en la liberacién de neurotransmisor (Wang et al., 2006, Ademark et al., 2009, Lovinger, 2010). La
Cdk5 se encuentra altamente expresada en las neuronas piramidales de la corteza. Previamente se
ha mostrado en este trabajo que la inhibicién de la Cdk5 modula la liberacién de glutamato en las
terminales corticoestriatales, por lo que es probable que los mecanismos por los cuales la Cdk5
modula la liberacién de neurotransmisor, participen en la expresién de la LTD, y que el bloqueo de
la Cdk5 en la presindpsis impida la expresidon de la LTD. En apoyo a esta idea se encuentran los
datos que muestran que para poder prevenir la expresién de LTD en los registros de célula Unica
es necesario inhibir la actividad de la Cdk5 en la presinapsis, ya que la inhibicién solo a nivel

postsindptico no fue suficiente para prevenir la expresion de la LTD.
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Papel de la Cdk5 en la plasticidad corticoestriatal en un modelo de la EH

La Cdk5 modula la plasticidad sinaptica en condiciones fisioldgicas normales a nivel pre vy
postsindptico. A nivel presindptico controla negativamente la liberacion de glutamato y la
expresion de la LTD. A nivel postsinaptico regula negativamente la sefializacién dopaminérgica al
inhibir a la PKA a través de la DARPP32 y controla la expresion de la LTP. Se ha reportado que en
diferentes modelos de neurodegeneracion existe un incremento en la expresién y actividad de la
Cdk5 (Takahashi et al., 2000, Luo et al., 2005, Hallows et al., 2006, alvira et al., 2008). La
desregulacién en la actividad de la Cdk5 puede producir alteraciones sindpticas y pldsticas que
pueden contribuir con los procesos degenerativos. En este trabajo se estudiaron las alteraciones
sindpticas ocurridas en un modelo de la EH basado en la administracién de la toxina mitocondrial

3-NP y el papel que tiene la Cdk5 en ellas.

Los datos presentados muestran que la administracién subcrdénica en concentraciones no toéxicas
de 3-NP produce alteraciones en la transmision sinaptica basal. Al medir las corrientes sindpticas
espontaneas se encontré un incremento en la amplitud, pero no en la frecuencia de los eventos
espontdneos. El cambio en la amplitud, mas no en la frecuencia sugiere que las alteraciones en la
transmisién basal tienen un origen postsindptico. Se han encontrado alteraciones similares en la
transmisién sindptica basal en modelos transgénicos de la EH, principalmente en animales pre
sintomaticos (Cepeda et al., 2003), lo que sugiere que la administracién sistémica por 5 dias de 3-
NP recrea las primeras etapas de la EH. Datos del laboratorio han mostrado que la administracion
de 3-NP a estas dosis produce cambios anatdmicos en las NEM caracterizados por una disminucién
en el tamafio del arbol dendritico, asi como del nimero de espinas dendriticas (Mendoza et al.,
2014). El decremento en el tamano del arbol dendritico puede ocasionar que disminuya el

decaimiento electro ténico y favorecer la presencia de los eventos de gran amplitud. Cabe
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destacar que a pesar de que con el analisis de los eventos espontaneos no se observaron cambios
presindpticos asociados con la liberacién de neurotransmisor; en el laboratorio se ha observado
qgue este modelo produce un decremento en la liberacién de neurotransmisor (Mendoza et al.,
2014). Sin embargo, a diferencia de nuestros datos, los experimentos que muestran cambios en la
liberaciéon de neurotransmisor se basan en el analisis de la transmisidn sindptica evocada y no

espontanea lo cual puede explicar la diferencia.

Al analizar la plasticidad sindptica corticoestriatal en el modelo de la EH, se encontrd que se pierde
la capacidad de inducir la LTD por la EAF, asi como la presencia de una PPT moderada.
Anteriormente se habia reportado que la administracién de 3-NP produce la pérdida de la LTD y
favorece la expresidon de la LTP (Gubellini et al., 2003, Dalbem et al., 2005, Akopian et al., 2008).
Sin embargo, estos reportes se basan en la administracion aguda, y generalmente de altas dosis de
3-NP, lo cual asemeja mas a un modelo de hipoxia que un modelo de la EH. En modelos
transgénicos de la EH se han encontrado también alteraciones en la plasticidad sindptica,
principalmente en la depotenciacién de las sinapsis corticoestriatales (Dalbem et al., 2005). Las
diferencias en las alteraciones sinapticas observadas entre los modelos transgénicos y este
modelo, pueden deberse a diferentes mecanismos celulares que llevan a la degeneracién y a las

etapas de la enfermedad que recrean ambos modelos.

Asi mismo, se mostré que los animales tratados con 3-NP mostraron un incremento en la
expresion de la Cdk5, lo cual concuerda con reportes de modelos transgénicos y farmacolégicos
gue han mostrado un incremento en la expresion de la Cdk5 (Crespo-biel et al., 2007, Sun et al.,
2008, Park et al., 2012). El incremento en la expresién de la Cdk5, usualmente se ha relacionado
con el favorecimiento de estrés oxidativo y mecanismos que favorecen la muerte neuronal, sin

embargo, ningun reporte ha relacionado a la Cdk5 con cambios pldsticos en modelos de la EH.
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Los datos presentados muestran que la inhibicién de la Cdk5 no logré restablecer la LTD. Por el
contrario, similar a lo ocurrido en condiciones fisiolégicas normales, la inhibicién de la Cdk5
produjo la presencia de un LTP moderado. Es importante resaltar que la LTP producida en los
animales tratados con 3-NP difiere a la inducida en condiciones fisioldgicas normales, ya que ésta

no es afectada por el bloqueo de los receptores D1, pero si por la inhibicidn de la PKA.

La incapacidad de restaurar la LTD por la inhibicién de la Cdk5 sugiere que el incremento en la
expresion de la Cdk5 no subyace a la pérdida de la LTD. Por el contrario, es posible que el
incremento de la expresion de la Cdk5 sea un mecanismo compensatorio a la pérdida del LTD. En
condiciones fisioldgicas normales la actividad de la Cdk5 favorece la induccidon de la LTD, en parte,
al inhibir la sefializacién de los receptores D1 en la postsinapsis (Miranda-Barrientos et al., 2014).
Se ha reportado que en etapas tempranas de la enfermedad, existe un incremento en la
concentracion de dopamina en el nlcleo estriado asi como de la sefializacion dopaminérgica (Chen
et al.,, 2013, Cepeda et al., 2014). El incremento en la concentracion de dopamina se ha
relacionado previamente con la expresion de la LTP (Calabresi et al., 2007) y con procesos de
exitotoxicidad en modelos de la EH (Tang et al., 2007). El andlisis de la fosforilacién del residuo
treonina 34 de DARPP-32 muestra un incremento en la fosforilacién de este residuo en los
animales tratados con 3-NP, lo cual sustenta la idea de que en este modelo existe un incremento

en la transmisidon dopaminérgica que pudiera favorece la perdida de la LTD.

En otras regiones del sistema nervioso como el ndcleo accummbens, la Cdk5 incrementa su
expresion en respuesta a la administracion de drogas de abuso (Benavides et al.,, 2007) que
incrementan la concentracién de dopamina extracelular y favorecen la expresién de la LTP
(Lovinger et al., 2003). En el estriado es posible que la administracion de 3-NP incremente la

transmisién dopaminérgica favoreciendo la fosforilacién de DARPP32 en el residuo treonina 34. A
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consecuencia de este incremento, la Cdk5 incrementa su expresion como mecanismo de
regulacién de la transmisidn dopaminérgica y para frenar la induccidon de LTP. La no dependencia
de la LTP de la activacién de receptores D1, pudiera deberse a la previa activacién de estos
receptores por el incremento en la dopamina extracelular. Sin embargo, los receptores D1 solo se
encuentran expresados en las NEM que conforman la via directa, por lo que es posible que otros
mecanismos adicionales a la activacién de los receptores D1 se encuentren involucrados en la
expresion de la LTP, principalmente en la NEM de la via indirecta, en los animales tratados con
3NP. Cabe destacar que la dependencia de la actividad de la PKA en la LTP de los animales tratados
con 3NP pudiera reflejar la relacion entre la via D1/PKA/DARPP32/Cdk5 como responsable de la
induccion de la LTP en las neuronas de la via directa, por otra parte en la neuronas de la via
indirecta es posible que otros sistemas de neuromodulacion como el de los receptores A2A que se
sabe que activan a PKA (Chern et al., 1995, Kull et al., 2000) pudieran estar relacionados con el

LTP.

Usualmente el incremento en la actividad y expresion de la Cdk5 se relaciona con el
favorecimiento de procesos excitotdxicos debido a la produccién de p25 por el incremento en la
concentracién de calcio intracelular (Kerokoski et al., 2004, Crespo-biel 2009). Sin embargo, este
trabajo muestra que es posible que el incremento en la expresion de la Cdk5, sea a través de un
mecanismo compensatorio para frenar la LTP y la excitotoxicidad causada por la administracion de

3-NP.

La Cdk5 ha sido sefalada como posible blanco terapéutico para el tratamiento de la EH, asi como
otras enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, los datos obtenidos en este trabajo, asi

como algunos otros que han mostrado que la actividad de la Cdk5 previene el dafo producido por
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el corte de la Huntingtina mutada (Luo et al., 2005), obligan al replanteamiento de esta idea y

sefialan la necesidad de estudiar el papel de la Cdk5 en las diferentes etapas de la EH.
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Conclusiones:

La Cdk5 participa en la plasticidad sindptica corticoestriatal favoreciendo la expresiéon de la
LTD.

La inhibicion de la Cdk5 favorece la excitabilidad en el estriado al incrementar la
transmision sindptica y favorecer la induccién de la LTP.

El favorecimiento de la LTP por la inhibicién de la Cdk5 tiene un componente pre y
postsindptico

La inhibicién de la Cdk5 favorece la LTP a nivel postsindptico por la via de receptores
dopaminérgicos/PKA/DARPP-32/Canales de calcio tipo L/receptores NMDA

En el modelo de la EH basado en la administracion de 3-NP, existen cambios en la
plasticidad sinaptica caracterizados por la pérdida del LTP y la presencia de una PPT

El incremento en la expresion de la Cdk5 no es la causa de los cambios plasticos
observados por la administracién de 3-NP

La inhibicién de la Cdk5 en el modelo de la EH favorece la expresion de la LTP, similar que

en condiciones fisioldgicas normales.
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ABSTRACT

In corticostriatal synapses, LTD (long-term depression) and
LTP (long-term potentistion) are modulated by the activa-
tion of DA [dopamine] receptors, with LTD being the most
common type of long-term plasticity induced using the stan-
dard stimulation protocoks. In particular, activation of the
D1 =ignaling pathway increases cAMPIPEA (protein kinase
A] phosphorylation activity and promotes zn increase in the
amplitude of glutamatergic corticostriztal synapses. How-
ever, if the CdkS (oydin-dependent kinase 5] phosphory-
lates the DARPP-12 [dopamine and cAMP-regulated phos-
phoprotein of 32 kDa) at The'™, DARPP-32 becomes a strong
inhibitor of PKA activity. Roscovitine is 3 potent CdkS in-
hibitor; it has been previowsly shown that acute application of
Roscovitine increases striatal transmission via CdkS/DARPP-
32. Since DARPP-32 controls long-term plasticity in the striz-
tum, we wondered whether switching off CdKS activity with
Roscovitine contributes to the induction of LTP in corticostri-
atal synapses. For this purpose, excitatory population spikes
and whole cell EPSC (eecitatory postsynaptic currents) were
recorded in striatal slices from CS7J8LE mice. Experiments
were carried out in the presence of Roscovitine (20 M)
in the recording bath. Roscovitine increased the amplitude
of ecitatory population spikes and the percentage of pop-
ulation spikes that exhibited LTP after HFS [high-frequency
stimulation; 100Hz]. Results obtained showed that the mech-
anigms responsible for LTP induction after CdkS inhibition
involved the PEA pathway, DA and NMDA [N-methyl-D-
sspartate] receptor activation, L-type calcium channels acti-
vation and the presynaptic modulation of newrotransmitter
release.

Eey words:

striatum

Cdk5, dopamine, PKA, plasticity, Roscovitine,

INTRODUCTION

Striatal MSM (medium spiny neurons) exhibit short-term and
long-term plasticity (Surmeier et al, 2009). Synaptic plastic-
ity can produce 3 reduction in the amplitude of synaptic re-
sponse, called depression, or an increase in synaptic response
amplitude, namely potentiation. It has been described that
LF5 [low-frequency stimulation) and HFS (high-frequency
stimulation], respectively, produce striztal LTD [long-term de-
pression), wheress LTP {long-term potentiation) is generated
only with HFS or with some pharmacological manipulations
[Calabresi et al., 19933).

Striatal synaptic plasticity is modulated by DA [do pamine)
[Calabresi et al, 1992b, 3000); the activation of D1 recep-
tors increases cAMP and PEA (protein kinase A) levels. PKA,
in tumn, phosphorylztes the DARPP-32 [dopamine-cAMP-
reguiated phosphoprotein of 32 kDa) at the Thet residue.
When DARPP-32 i phosphorylated at Thr®, it inhibits the
activity of protein phosphatase PP [protein phosphatase 1)
[Hemmings et al, 1%84; Nishi et al., 1999a). Nevertheless, if
DARPP-32 is phosphorylated on its The'™ residue, DARPP-32
becomes a potent inhibitor of PEKA and D1 receptor signaling
[Bibb et al., 1999).

It has been proposed that DARPP-32 controls the cxpres-
sion of strigtal LTD =nd LTP [Calabresi et al, 2000). If the
phospharylztion of DARPP-32 at its The'™ residue inhibits
PEA, we hypothesize that the kinase that phosphorylates the
Thr'™ residue in the DARPP-32 may participate directly or
indirectly in the underlying mechanisms of striatal plasticity.

Cdks [cyclin-dependent kinase 5) phosphorylates DARPP-
32 at the Thr'® residue [Bibb et al, 1999], and inhibits the D1
recepior signaling pathway. [n the striztum, CdkS modulates
synaptic transmission. Roscovitine, a potent Cdks inhibitor
increases glutamatergic transmission in the striztum through
the Cdk&/DARPP-32 pathway [Chergui ot al, 2004); however,
its role in synaptic plasticity has not yet been elucidated.
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The presest study demonsiated that AoscowiBne In-
rressed the pememiage of experimests that sxhit LIF
Inductiion, a5 well a5 the ampliude of pEopulabon spikes
recorded i glutamaienic corflomstrizial syrapeses. Furtber-
more, LTP Induced by Bosoredt ine I modulaied by the activa-
tion of dopamine asd KIMDA (M-methy-o-aspartate) recep-
tors, PEA asd L-type Ca fesicium) chansei. it ako demon-
simted gt pisiicty induced by Bosooeitise has 3 presy-
naptic asd & postsynaptic component

MATERIALS AND METHODS

ANl experimests were camied cut mith e Instiutional ap-
proval = soomasce with the Medras |(ROM-D62-200-
1534), kextibat bonal (FES-1, UMAM, EEhics commitbes) and KB
regulations for the care asd e of expedimentsl animat (349
Edition, Lisrary of Congress, 2010540400)

Animals

The mice umed In this study were maie (5TELE mice (Harias,
Inc, México) aged 4-5 weeks They were bowsed In plastic
cages, In groups of 55, s 2 room at 25-C with @ 1302
light-dark oyrie, with free soress 1o food and water

Elcctrophysiology
Beciropivl | exgerimest were periormed os Sgt-
tal brals shices (200 pm] ohizised &5 follow: asimab sere
anestsetized (haiothase] in an anestheds chamber and were
then decapliated. The bralss were quickly removed and bzin
slices costzining the dorsal striabem were cut wing & wibesi-
Ing nmm-rn:%lmu Pius Peloo visratnme; Ted Pelia, INC,
In an Immersed ooid (4=C) low Ca7* s=line sobkstion with the
Pollowing compostion (In mM): 130 KaCl 2 KO, 5 MgCh, 1
203, 26 MaHO0y and 10 gherrse saturated wits 35 % i Oz
and =% (vfwl 00, (298 mdsm|l, pH = T.4L &fter 1 h of reooy-
ey, Sires e for fledd potential recondings wese iansfersed
bo @ submenge chamber and seperfumed wits ASSF [aritcial
cerehmeszinal Auld) at 34°C The ACSF mmgosition was [(In
mbAl: 125 Kall, 35 Hakoo,, 1 Mgy, 3 KCL 3 Sy, 10glu-
roe, 0.3 Thicurea, and 030 scorbic acid, gassed with 35%
Of5%: [y [256-300 mOsm{l, pH=T.41

Extmcellular fizld recoodings were performed In sbrizial
ceills 5y eliciting Reid exciiziony postomaptic smaptic splkes
[population spiices) usien a sharp (pescll-shaped], ronoen-
tric, hipolar, tusgsten-stimulating eiectrode (12 gm at the
tip; FHIC) attacke tooan bokatos unit (D524, Digimier LTDY.
The stimulating electrods was placed at e corpus callosim
The recoeding elechoade was 3 bomsiicade ghes dlertmde
[~+'5 MER resistance], contaising MaCl [3M], and piaced In the
domal striztum, - 500 wm amcy Trom the sBmuiating ekec-

trode. A posula Bon spikes sope of 50%: of e maximem wa
umed for b ine. After 10 mis of sabie bawsline, Eree tales
of Is, 100 Hr [betams) with ketenab of 205 were delteened
Al experiments were recoeded for st least for 30 min after
HF=
Slices wsed Tor whole cedl recordisgs were tamefemed o
a |lise =misticn containing (n mM): 130 ka0, 3 KO, 2
WqCh, ¥ Calh, 36 KaHDy, 1.3 NaHPOy and 10 glucoss
ssturzbed wit 355% O and 5% (0 (250 mism|l; pH=7.4;
25270 After 1 Bof equilitestion, single slices mere seifted
0 3 reconding chamber teal was cosisuously superfosed
with corpgerated sallne [1-3 mijmis). Whole ool recordings
were perfoomasd wdng an Infrarsd dfferential isderference
contrast upright microsmope (200518, Olympus) cospled toa
OCD [charge -oospled-device] cames, After Tield stimulation
(s desoribed Aboee), EPSC (excitatony posbeysaptic curents]
wiere necoemed In MEN through as Axopatcs 2008 ampll-
fer [Haon, Molecular Devices], digialieed with the aid of
a Migidata 13274 [fann, Molecular Devices) and aoquined
h plamg 3.1 sof tware. Series s EEnce =es fomeen-
mbed (B beput and Soces: reskioere were oot isu oy
mosliomrd dordsg the experiment by evoldng a tessmem-
irane cursent with & voitage rommand Criteria for sooe ptisg
reromdisgs were an aoces rekianoe beiow 30 MO asd 5o
changes throughout all experimests. Fabch microp lpethes [3-
£ M) weee pulied [Sutter Instruments, Inc.] from borosllicate
glass tubes (1.5 mm DD, WS and were Alled mith intemal
sline momzinisg (in mM|c 77 EHp POy, 36 KO, L1 BGTA, 10
Hepes, 2050k, 1 MQCh, 2 ATF-Mgy, 03 GIF-Ka and S 0X-314
(272-775 miemil; pH 73]. AN experimests weee caeried out
In the presence of Bicuruline (D0 W] fo block the EARAF-
gk component. To evsluzie the effects of CdiS inhisition,
Frecovitine (20 M) was stided to the bath, Experimests de-
signed to ealuate Coih and Sqnaling pathsays were carmed
out in the presence of 01 and 02 recepior agonids asd
antzgoeisis apglied In 1Be bath To explore whether CdkG
Inhilsiticn aifects plstickty s both types of BSH D1-BAC
mice were wsd, ool ot did not essibi uorecenoes were
amumed o be 07 exgreaing MEH Fisally, to ldest iy i CdiG
effects were medizbed Beegh as action on NBDA recepion
or L-type 5 channels, some expedments were periomed in
the preseace of &75 [50 wM] or Kifedipiee |5 wM], respec-
treety. Dala by were pesformed off-lise with {5e aid
of clampfit [Axon, Moiensiar Devices) @nd Microcal Origin
(iOrigis Lsh Dorporatios) software,

Image acquisition

Fucrescent images were oibtained wng the upnight micro-
scope | HES W, Oympus) with 5 20= ohjectve mageiiction
(Okmepus X Lem PanA 206G0.55W] coupisd 10 a2 Hamamatsy
tﬂmtlm-ﬂﬁlnrl-n.:d:mlmd ®ith the Oympus bn-
age aoquisition systerm Cell B, wisich sent excitatios gt
In the rAnge 450-450 nm theagh a dichmoic fter (435 nmj;
embalon was 50F-55 na
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To svakmaie e phosphonviation siaie of DARFF-33 In our
experimenial conditions, sriatal dices were Incusated wits
Rosoovitine 20 LM o wehicie for 10min in artificial b
fluid. After Iscuhation, sirgtal Deee was homogesized b
Fysls bufter costaining 26 mM Tris-HOL 1% (vfvd Triton X-
100, 1.3 M ghresnd and 130 mi! K20, with B proteis
phsphatase Inhkitor cocktsll Comgiebe minl 1ot [Roche].
Tee samphes weee recollscted snd cestrifuged for S min at
4500 pre; wpematanis were reoollectsd osd sore at
— T0°C Peoiein quastification was made u=ing the Brad-
ford method asd BOpg of protels was loaded In 10% |wiv)
PAGE for electrophoness. Proieins wese tramsfermed bo PVDF
membanes and ecubabed with primary astbodles gt
POARFE-3Z T (1:1000), pOARPR-32 Tra™ (1:1000) and
&ctin [1:1000) for 12-20 h &t 4=C, and with secoadary an-
titodies (1:2000) with HEF for 2 B at som bemperature.
Frotein detection wa prriormed through the use of luminod
with & chem lhum isesresce method [MIBpore]; Images wese
arquired via & scan [HP Scanjet G2400) asd amakzed with
bnage | softeare Tor e evahuation of denstometny.

Rragemts

&N reagent were purchosed from Sigma & kncs, sxept; an-
tibodies, ant pOARPR-32 Tra™, aat] pOASFP-12 Trh 15 (M-
Bpoer) @nd antl Actin-Sasta Cruzl; sed Mal, KD, Kak, Py
from IT Hacker.

Statistical analysis

Data wese asalyred with the siatistical sofiware Sigma Piot
(Systat Softmare, Inc) and plotted wsing Micsocal Origin 7
[htumlmglnmcu?ummhm Mgdohe Bhustrainer 10 or
&dobe® Cregtive Suite™ 5 |Adobe Systems, lsr] Satstical
anztyss was ronducted with 3 paametric dest or 3 nos-
parametri fest i dats did sob dspiay normal distribution.
Dtz were comsidered sigtistically significam B F - 005

RESLLTS

Plasticity of glutamatergic synapscs.

HFS of tse cortloosisizial patheay produced both sinatal
LTD and LIF, a5 previousty reported (figures 1A and 1B), the
pementage of exzeriments in wekch pozulaton splkes exhk-
Fied LT Stter HFS was BE.5 %, Whenss LTP wai oiseresd b
37.5% of the recordings (Fgure 1CL LTD chsened Is cor-
tiomstriztal wymapes was stafkdically sigaificast (¢, — GAZH,
F=0000117, ¢ 25t} The LTP oheereed In the 37.55% of the
Canes Was 2o stabsticaily sigaificast compared to pre HFS
(ty= — TO13; P= DOO0S4, I best, Figure 10§, Amabyis of

PPR [pair pubse ratio] of LTF or LTD was not stathsicaly sig-
nificant before and after HFS (fy= 1574, F= 0.0877 and
#, =237 P— OUTES, paleed ¢ test, LTD and LTF, resper-

tveay]

Coenparisons of LTD wits TP cbtained after HFS dsplayed
stathiical @fferences hetween (fq =7.802, P 0LODDI, ¢
test, Figare 0]

CdkS Inhibition prodwces an increase in
glutamatergic population spikes and favors LTP
imduction after HFS protocod

Wie fist sooght 1o explose whether Bosoowitiss had 3
madulgioey mile I corbieosingtzl communicsbon. Babs
application of the Roscowitise |30 gAY, significantty in-
creased the ampithede of striatsl ghrismatenic popeis-
tinn spilkes In romgarkon bo haselee (213157 4 2191 wer-
2% 99509 4 QD055 respectvely; = — 508, P= ODIR,
Fligures 28-37C]. The analysk of PPR afier bath application
of Eosrovitiee (1.057 +0138], mas sqnificantly dfferent
[t = 10300, P= LOOTES, ¢ hest] bo basellae [ 1. 794 + 0L 186],
wmgetisg that OSkS Inslbition modulstes gisamatesgic
tmrEmision through prepmagtc mechanisms.

Az 15e 3aminkirabon of Roaoowitine Sione generated am
Iecreame In the popolation splies ampliude, =e woadensd
whether Rosrowitine: migst modulsie the Isduction of sirl-
atal pimticity, then, HFS experiments were carred oot s
the presence of the C=kS ishibitor, Roscovitine. The pesent-
afje of ok that exhistt LD asd LTP with tie HFS (100 Hr)
profocod changed when CdkS was Inhibilted [Figures 20 and
IE], tavoring LTF Induction b= 50% of experimests, while
LTD Inderction was redurced 12.5% In comgarison with con-
trod conditions. Then, in the of the TS Inkibitor,
50% of the expeiments dsplayed LIF and 0% of the ex-
perments exhizited LTI This soggests that CdkS adhty =
striatzl MENs I, In part, repoesile for LD generation after
HF5.

LTP induction in the presence of Roscovitine
displays higher amplitude population spikes
To furi®er gsaiyre LTP induction In the presence of Soooy--
Rire, we comparsd LTP Induced in conbeod comdibons. witsi

LTF induced In the presesce of Rosooitise. population spikes
Iecrement produced by HFS In Ehe presesce of Rosoowl-
tine was G4.BE4 + E598% compared bo baseline [figure 32
hlmtmﬂﬂﬂhﬂjnh‘hnt[h: LIS F=
QLO0OS, paieed [ Aest) Wees we rompare LTP In the pres-
ence of Aosrowitine agaiest LTP produced s conteod condl-
tions (withost Rosoovitine], we found Bat LTP magnitude
I= presence of Roarowiline Increzsed In ampll-
hude, Is ooen parisos to control conditons |Fqures 38.and 3C)
[LTP In comtenl, 131,544 + & 643 % werss LTF s Rosoowd tine,
TE4 864 1 B.55E % tg — 4. 158, F'= [LO025, £ best, Figunes 35
and 2C) The anziyss of the PPR before vems after HFS =
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wibited M0 e 3725 dispiryed (TP [0 Bx
<Trpama iz morird whick s rorralibed o

hntryie the Sstrietion of mprrimmbs shew LTD o LTF s indeeed. 0
P (T

rontrol conditiens mas ot differest &, = L1232, P= 0077,
I test, Figuees 30 and 35 om the oostrarns, PP anabyss In the
presence of Roscovitine was statibicaly diMerem [ty = B0,
P= Q3AE, { test], oggestiog that amplitude increase af-
ter HFS In the presssce of Roecoyvitise may have 3 greymaptic
origin {Figures 3E and 5]

LTF induciion in the presence of Rosoositine is
prevented im the presence of D1 and D2
antagonists

Freviows ecperiments hawve shomn that DS issibts the FCA
signaling pathmay e h DAEFF- 32 The'™ phosphorlation
[Bibiz =t al, 15849]; therefoee, since DARFP-3T piares an im-
portant role 1= QA dgeaiing, we ypolsesieed 151 the un-
deriying mechankm of LTP Induction stter CokS ishibition
might a&o Imeniwe [ recepior actheiion As o result, we
et e role of D1 and D2 recepions in the popula-
tion spiless Iscresse with B co-apeliczbon of specific an-
Eagonists Tor theee necepion. Co-sdminkstration of Rosoow-
tine [k and e D1 amagonst SCH 23350 (1 M)
hiociked the LTP Induction ==n in the presesce ol Rosoos-
itine zloee (Ig = 7563, P-= 00001, ¢ test; Figures SB-40)
In the presence of Aoscowitine (20 pM] a=d the 0F antago-

st Suipinde [1 MY, e ampitiude increase of population
splles Induced with am BFS protonol was il significantty
reduced [fg — 4076 P— LINGE, | test; Fiqures & [SC-400.
Ezabpls of FFR stowed no sigtistical change betwmeen groups
(=427, P= W02 ard fy = 1456, F= 0319, paired ¢
fest for sulpinide and SCHITIS0, respectively], signesting a
prEtwymaptc effect of DA recepior Insdbition In Rescowitine
LTF induction [Figures 4E-86),

The FEA mhibitor H-89 blocked LTP induckion
with Roscovitine

To evalisie whether PEA activation was seceocry 1o induce
UIF otmersed In the presesce of Rooosttine, sgperments
‘were camied out In B presence of the PEA ishibior B-830
Mh:mhdH-EE-u.I.llnmertk presentesd LTF Induc-
tion In the presence of Rosoovitine [y = B0SS, F=0.0001, |
fest, Figure 51 This data Indicates that the PEA patioway
E Imeoived ba TP isductios wies DdkS s inhibited. The
amakss of FPR before and after HES s the presence H-
59 + Rosoowities sugnesied thak this =Mect was postoymaphi-
caly mediated [ = 1.456; F= 0273, [ fest, Figuees 50 and
EEL
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H-B3 k& 3 podent PEA Inslbboe, yet sl exkibis 2 mod-
erate inhistory efect on other protels Cnaes Il.hj: eial,
T004); bn oeder 1o better evaluste whether OIS Inslbiien I=
sices modifes the phospho nyiation sgte of DARPP-33, West-
#m Blot anatyss was peformed In strigtal sices incubates
with 10 M Bosooetize. Fhospsonyiation of DARFR-33 at the
reskiue TRr™ was greatsy Increased Inthe presence of Roscoy-
Ftime [2.17-1oid compare by conbsol [, = 3337, P= 00157,
I I'-Et.FqLﬂ'EA:I. whereas DARPP-12 The'™ exhibited 3 5ig-
pificast reduction of ©1% (L = &137; P= OUD144, | fest,

Flgure BE] with the CdiS ishibitor, showing that DARPP-33

was |em phosphoeyiabed at Ter'® by OSK5, leawing the PEA
pathway actve

NMDO& and L-type Ca channe| roke in Rosoowitine
LTF induction

Sare of the celular Eargets of PEA re NBIDS and L-type C3
channek To evalugte I Caithat esders through MDA ecep-
tors and L-tvpe Ca channel particpates b= Soscovitise LTP
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Induction, NMDA seceptons were blocked with APS (S0 pMj in
some experiments and L-type Ca chansess were biocked with
Nifedipine (10 mM) I= ather experimestys is bot® caaes, pop-
ulation spikes was sgnificantly reduced. APS significantsy re-
duces LTF Induced n the greseace of Roscovitine (1, = 5742,
F= (D00Y, ¢ test; Fgures A, 7C 3nd 70§ and Nifedigine

atolshed poputation spikes ncrease (¢, — B247 F < 0.0001,
I test; Figures 7B-7D) PPR anahysss Indicates that APS may
Bave ity effect 3t the presynaptic site {ty = 2.75; F= 005
f test, Figures TE and 7G), whereas Nifedipine may dave 3
pastoynaptic effect (1, = 1.456; P= 0219, § test, Figures 7F
ang M)
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Whinke ool patch clamp recordimgs produced LTD
in hoth I'- and [2-expresing cells

T evaluate whether all MSN a7 modulated by OS5, whole
cell patch camg recondings wese camied cut In D1-BAC

mire. MSN that did sot exsibi Nuorscent smsion were
Zmumed 1o e DI-expreming neuncns Fgure 8 deshobes
tsat HFS prodeced LTD s most of the oells reooeded, and tee
LTD produrced was statsticlty significant (01: £ =1847;
P= O0184, I te=st; OF: 8 = — 1549, F= QLMG5, [ fesi;
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Figueres BB and 5C, respectivetyl. The wehicie 1=ed 1o dEsoive
Rrerowitine did not afect this piasticy |Figure 24

Switching off CdkE from the recording bath
gonerates LTF in corticostriatal synapses of
indisidual cells

When Roscowttine was added bo the ath s wSole cell recond-
Ings, HFS elictted oy LTF [Pre-HFS 39655 + 1465%, wes-
s post-HFE 13807 £ 12.421%,; I, = 1.066; F= 00779, !
be=it]. Comgarton of FPR bedoee and after HFS was nob sig-
nificznt in control ondBons or s the presence of Rosoow-
Hine [Figure 9C], soggesthes of postemapbic changes af-
ter HFS Time comstant analsss of conbed or Rosooiiine

did not show changes before or afer HES, howeser, when
the time constast of EFSC of the cosbol Wa2s compared 1o
EPSC In the presence of Rosoovitine betoer (i — 2544, P=
00315, § test] orafter HFS, it showed asignificant difference
(fy=2.945, F= QLONG4, ¢ test, Figure SO0

[Decary consiasis were not diferest betwees comnol pre-
and posi-HIFS, nor beimeen Soccovitieae pre- and post-HFS or
betmeen geoups both pre- and post-HFS (Fgure 9E).

Rescovitine Facilitation of LTP has a presymaptic
and postsynaptic component

Nometheles FPE and time comstant messurements in whole
cell recondings suggesied 3 posimmaplic component of
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Rosoovitine LTF; B Is known PPR B not a dodal ooevincing

profocol o evzlusie pressmaptic effects when & postysap-
tic component & imvoived To fest H there wes 3 presy-

maptc and postwymaptc composest In LTF Indection af-
fer CAES Insdbition, fwo sevies of expedments wene camed

out In B first serie of experments, wioke cell reossdlings
were made In e presence of Aescovine s the recomding

Fipetie tn kshisit COkS ctwity In the petwymaptic oell b=
this ronditions, HFS Induced LTD similar to costrol condi-
o (contend 5L 7H 4 9.5 % werae istrace Pular Roscovitine
ET06 4 E91%, Iy=0453% P= DEEIZ, [ test), the data
Bhusbraied that Odk® has io be Inslblied o Be presysap-
T site b0 Induce LTP. b= the s=ooed serkes of experments,
Rosoritine was added s e recordisg bath b Insib i Ok
at the prepmaphic she gad t5e FCA Inslbior HES wa =
the recoming plgete to Insdhit PKA patsswary in the post-
wyeapiic cell ks iz conditions, HFS did sof indurce long-
temm plasticity | =SSR 18412 + 1153 wemus

HFS — B4.24T + B0, fp = 1628 P = 0U1644, I est), showing
Thak the FA sigeailng patieay s Exocizbed with (o the post-
symaphic romponem of Rosowiine-Isduced LTF IFIg.lrl: oL

DISCUSSI0ON

Tee molenular proces urderlyisg snapbc piaticty in the
striztum has not been Fully elcidated; in Ehis paper, we

evaisaied the modulatory rok of CdkS on corticosiriatal
symaptic plasticity. Dur results show ihat the inhkitbon of
Doks with the Inkibiior Roscoedtine favors the siiatal ex-
ity of pogulaton sples and Taciates LTP isduction
of gutamatergic bossmisxion.

HFS of corticostriatal synapses, prodsced both
LTD and LTP

LTI s B mazst frequent bype of siriatal plasticity howewer, 25
previowely reporied we obialsed LTD mosty, bt aiso LTF wits
e some sHimulation profoood It B2 been shown Haat back
progagaie action potest @k Into e higher-omer dendribes
of striatal newne during oot ity drven “up’, ogetser with
splke-timisg refathe o oortical sociiziory isputs can Induce
and determise t5e direction of mymaptic phstichy st mortl-
costriatal symapses (Pawlak and Kee, 2005). Thes depending
o the activity Bistony ingether with Istracelslar signaks of
& B, one foeme of plasticity or seother Wil be Induced.
This shudy evalsaied how sidatal plasticity can be modified
by CdiS sigraling pathsay.

CdkS modulates glutamate release in
corticosiriatal synapses

[ inhieltion with Rosrowitine Incresssd the ampltude
of the =riiglory population spike. M was previowshy re-
ported Bat Cdidh Insdhios increses MMOA-acthated cur-

rests (Chergul et al, 2004 Bowever Inoour experimental
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comdltons, popslation splkes were reoeded and mesdlaied
mainiy bry AMPA [0-2mine-3-Bydroy-5-metEyisoinoie-4-
propionic acidifEA (kainate) actvation, In tact Mg was
aways present isthe sxtrecelulsr media The reduction In
the spike FPR In the presence of Bososiine indicaled Bat,
the smgliiude Iscrease of Ehe population spike 53d 3 presy-
naptic component. COES aciivity reduces guiamale reiease
themasgh differest mechasim. For example, the issibition of

kS Increass rewsirammitier eleae by modulsting fu-
son jpore (Earciay ot al, 2004], motilleng e sorge pool
(Elm and Ryan, A010) or by modulating M and F{Q Ca chan-
nels (Tomiraws ef al, T00F Su et al, 20121 In the singtum,
glutamabe reiee Mo cortioostriaial terminals b conteodled
by K and Fil Ca chaneels (Bamas et al, 1996 and, these
chgnees could b= 3 phosphorylation tamget of CdkS in corti-
cosirizial lermisal
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Cdk5 activity is involved in striatal plasticity
Our resuls show that OS5 sciiwity & Importast for LTD
st oo besrgure CokS nhilsbbos hormed) LT isbo LTP. Wat

% more, e cortrosinatal LIF produced with HFS wies Do
% Insibibed with Sosoowtise was gresber In magnituge thas
the corticoatrizial LTF tsat i occasiosally cbitaised In comte
slicen. TdES ks imporiznt Tor the indection of LTD |Oeshima
et al, PO0%) and LTP [U et al, 2001] in the higpocampes;
furthermore, s conditienzl CdES mice there k= an LTP inceease
(Hawasd| et al, MOT); rowever, there were any reports Bt
demosshcied that CdikS Inhibilos Tered sirigtsl LTP and
i activity participated In corioosirial LT

LTF ndwced by CdkS inhibition is modulated by
dopamine

Owing be O=ks Inhibitios favored striatal LTP indection, sig-
zaling pathmays modulated by CdkS should garticlpate =
corticostratal plastcty. DARFF-Z2 &5 target of CokS 2= wel
as PEA, aad sctivaiion of the PER dgmaling pathway =
Crers NMDS cumests, [Floes-Hemander =1 al, 2003) then,
1 s poeminle that FEA activation favored sixizial LTP, while the
actvation o Cdics malriaisesd LTI Jur resulbis Indicabed Bat
siriztzl LTPEsgduced oy the Inhibitios of Cdks with Rpsrowttine

Imvatwesd the O] Sgraling pathezy because, In the presence
of the D1 amagoeist SCHR3I90 or e FCA Inslbor H-89,
Roscovitine LTP indection ®as no losger gesessied in cortl-
oostrizial synapees ewen wEng the HFE proioool. Imenestisghy,
i biockage of LTP by 01 Inhibors did not re-estailish LD,
which suggested that DS may modeizie LTD by mesns of a=
Iniependent mechansm rom et whics LT 5 modulzbed

Beskdes D1 Imvodvemest In stratal LTF, we Tound that
tise OF recephor amagonst Sulpinide diminshed 15 magnl-
hede of LTF induced by BEoscowitine. 07 activation bhas been
relgied b the geseration of sirgtal LTD [(Cemomze et al,
I0001; Lowinger, POD0L; newertheles, the 02 sgnalisg path-
oy can s imulate FEC In mediom sp my oelb (Surmeler et al,
07, meich has been Emocisted WiEh sirtatal LTF (Guts=mn
ot al, 2004}, Mosemreer, OF activation reastts in chgnges bo
the phosphorylation sate of bobs The'™ and Thi reidues
of DARPR-IT (MRl et al, 1395k, which are the et of
Dok and PEA, respeciively. However, =2 a7 not rulng out
tisat obher prodedn Kisases or phosphatases pariscipsie b= LTP
Iduction by 0SS Inhibitics, For examplie, 02 stimulatios
aCtivaies the FR-JE |prolen psospha e 18], 2l keosn 3
caicinzurin, wisich In tum modulzies PES/OARFP-312 path-
ways (Greengan ot al, 1954). Therefore a= isdinesct action of
03 on FEA signalisg cansct be ignored In corticostriztal LTR.
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Cdk5 modulates striatal plasticity through the
phosphaorylation of Trh™ residee of ARFP-32

Fhospionyiation of IARFP-32 at tse The'™ reskiue (Shbet al,
1539; Chemul et al, 2004|, comseeris DASFP-12 Inio 3 potest
Inhibtor of PEA [Bib et al, 19949]; this action sbops the ol-
lular effects producs] by D1 receplor acthation. Howesr, F
CdES & inhisited, tee 01 sigraling patsway should prolosg
FEA actvity. We besied this dea by asafiyring pDASFP-12
Thr™ gad pOARPE-IF Thr'™. In the presssce of Aoscovitine,
Thr*" resicise Increased white The™ residue reduced, providiag
evidence that 15 i=hibiBon of CdkS fawors the phosphory-
lation state of DAEFF-I2 Thet which may be msponshie
for LTP Induection In the presesi repori This information &
a0 supported by daks obigined from sxperiments wiese 0]
recepior and FiCh activity were biocked Is the peesenoe of
Rrerositine and LTF Inkduction was prevested s cortioost-

Sty

L-type chamnels amd NMDA meceptors are
involved in Rosoositine LTP induction

Tee Ishibiion of L-type o channels or NGO recepiors
wit® Mitedipine and ARG, prewesied or rduced respectheely
Ercowitioe LTP Induction, demoasticiieg that G2+ nflux
through L-Eype chasnels and NMOA recepion was Importam
for triggering siviaial LTR Induced by Rosoovitine. MBS, in-
Eibiticn did sot Fully prevent LTP Indurtion 2= previousiy re-
porbed [Catabres et al, 1952h; Mahon et al, 7004; Lovisger,
2010} In those experiments where APS mas presest, the am-
Fifude iscregme of 5 popslation splke persshsd In a3 75%
comgared 10 costol This result Isdicsted teat part of the In-
ceement In e ymazic smpdfude was medixied by AMPATES
recepior modulation & reporied esewhere [Svemsingsson
et al, FO04). A= for L chasnels, K inhibiton fobally abol-
[Ehed LTP indiction by Aerowitine. & b been reporied et
L-type 03 chgmmel were Imvobved bn striztzl LTD induction
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Imchucrd by do O iahi brior Fosoaviiine
recoeding pprtsy (0 el HFS preceal isduord T T8
curwn of (BFEC i i porsncon of

rord irg £ Kz thai thon were sz chasgm i

afer HFS =l |0 e watier b of EPAC in im0 aewrer o Rocosties [0 00 i the rec Ixxth and Hill |5 M in

(Wang =t al, 2006); however, thens were 5o studles relating
L-type Ca chgnnels with oorticostzizl LTP. Cdih may mod-
Isigie L-type 0o channek dinsctly or indieecty through PEA
actvation; I the FKA paiEsway remalns acthve dee io the -
b s of CdkG, PEA may modulsbe obser celulsr sussirates
than DARPP-3Z teail particdpate In cortloosiriatal plastichy
oo PEA acthety Isduced by DI recepior stimulatios phos-
phonylaies L-bype Cochanneks (Hemdndes-Liper et al, 1957)
and NED& recepion [Floees-Hesrmdnder et 2, 3002], boks s
creases 03 Influx. Thes durng Roecovitne LIF Induction, a=
-1|:|:|n|'|i:l.'.‘;|:|+ Infhex s medigied througs KIBDA Feeepion
and L-bype woitage-gated Ca7 % chansels 2= reported pee-
wiosly (Kagur et al, 1998; Wanker et al, 20101, Tavoeing
meprmnal e zhibby [Mahon et al, 2008]

Bath types of M3N exhibited LTP im the presencoe
of Roscovitine

Some MSH exgress D1/SP (sutstance F) jdirect pattovay)
receptom and other D2JENE [Eskeshalins) (ndisect pats-

may] repepioms, and It has bews stated that MSM from direct
pathways expres LTF through P4 signaling (Reynoids and
‘Wickens, 07|, whereas B Indirect fateway exhibis L1D
Hemugs the simuiation of eedooomngiiscld rece pioes ot the
peresyraptic cell |Lowisger, 20100 Mevertheless, ool From tae
Iedirect pativway can gesergie LTF theowgh the stimubatios
of adenosine AZa recephors. A7a recepiom are cougled bo the
CAMPIPKA, pateway (Shen et al, T0O0E) asd both neusoeal
types jdirect and indivert pathmays] are rich In DARPR-3T
coatent [Bertran-Goaraker et &l, POI0) Dur ressits s whode
ozl witls 0N BAC mice showed that bofs types of neunons

mere shie o expees LD Is conbed Sed LTF Is the presence
of the CokS iInhEtor.

Comchusicn
Striatal LD &= Induced by posbomapltic mechanbms; ney-

erthel=s, i agpresion B malsiined Beogh pressagpic
mechansms which reduce neumiraresniiber elesse I'H.mg

T2 30rel TH TR Fors m s S b e shnrincs s o e o e Crmame
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et al, P06 Adermark et &, D005; Lowinger, 2010) Cdkb
k widely expremed In pyramidal cells, which project mo
the stiztum, from our ressis, we propose that CdiS issibt
neurchznemitter releae = corticsbriatal termisals snd Im-
pede LTF expreadon That b wiy ishibiSion of Cdis only 2t
the postynaptic cell did not sitect LTD; It s e prenmnap-
tic CdiS actiwity, which Tawoss LTOL For the modulation of
LTF, CdiS Insdhitiom bas s effect ot the postsynaptic level,
modulating the CAMPPEA/MAPF- 3T patiwary, whick at the
end may phoephorylate glulamaie ru:epinr:lflhmrrtaL.
I786| 1o Iscresze he ampliude of the population spikes
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