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Cambios en la conectividad funcional de la via hipocampo-prefrontal
luego de la adolescencia en un modelo murino de esquizofrenia.

La teoria de la hipofuncion glutamatérgica postula que un déficit en los receptores NMDA
(NMDAR) en interneuronas corticales es central para la patofisiologia de la esquizofrenia. En un
trabajo previo de nuestro grupo, la ablacion restringida del NMDAR a interneuronas
parvalbumina positivas del sistema cortico-limbico (KO) durante el desarrollo postnatal temprano
resulta en fenotipos compatibles con esquizofrenia en la adultez. Para adentrarnos en la
patofisiologia subyacente analizamos el impacto de la mutacion y el desarrollo sobre diferentes
procesos fisioldgicos en un area cortical involucrada en la esquizofrenia. Para ello colocamos
tetrodos en la corteza prefrontal media (mPFC) de ratones anestesiados controles y KO, juveniles
y adultos. Encontramos un incremento significativo en la frecuencia de disparo espontanea y una
sincronizacion alterada con ritmos locales y distales en las neuronas de ratones KO juveniles y
adultos. Dado que los ratones KO juveniles carecen del NMDAR pero no muestran el fenotipo
compatible con esquizofrenia, los cambios mencionados anteriormente no pueden explicar las
anormalidades comportamentales de los adultos. El podado sinaptico normal de las aferencias
locales y distales de la mPFC ocurre durante la adolescencia. Analizamos la conectividad
funcional de la via hipocampo ventral-corteza prefrontal media (VHP-mPFC) antes y después de
la adolescencia. Los ratones adultos KO presentan una amplitud disminuida de la respuesta
evocada en la mPFC. También medimos el estado de plasticidad del circuito y encontramos que
los adultos KO y no los juveniles son mas susceptibles de sufrir depotenciacion a largo plazo
(LTD). Proponemos que la ablacion temprana del NMDAR en interneuronas lleva a un circuito
cortical sobreexcitado e incordiando que propicia la depotenciacion durante la adolescencia. Esto
resulta en una conectividad funcional disminuida en adultos y podria subyacer el fenotipo
compatible con esquizofrenia.

Palabras claves: Esquizofrenia, interneuronas, receptor tipo NMDA, ratones
genéticamente modificados, electrofisiologia.




Functional connectivity changes in the hippocampus-prefrontal
pathway after adolescence in a mouse model of schizophrenia.

The glutamatergic hypofunction theory postulates that a dysfunction in NMDA receptors
(NMDAR) in cortical interneurons is central in the pathophysiology of schizophrenia. In our
previous work, restricted ablation of NMDAR in corticolimbic parvalbumin interneurons (KO)
during early postnatal development resulted in schizophrenia-like phenotypes in adulthood. To
elucidate the underlying pathophysiology, we analyzed the impact of the mutation and the
development over different physiological processes in a cortical area involved in schizophrenia.
To achieve that, we placed tetrodes in the medial prefrontal cortex (mPFC) in anesthetized
control and mutant, juvenile and adult mice. We found a significant increase in spontaneous
firing rate and altered entrainment to cortical local and distant rhythms in mutant juvenile and
adult mice neurons. Since juvenile mutant mice lack NMDAR but show no schizophrenia-like
phenotype, the above mentioned changes could not explain the behavioral abnormalities of
adults. Normal synaptic pruning of local and distant inputs to mPFC occurs during adolescence.
We analyzed functional connectivity of the ventral hippocampus- medial prefrontal cortex (VHP-
mPFC) pathway before and after adolescence. Mutant adult mice present diminished amplitude of
the evoked response in mPFC. We also measured the status of circuit plasticity and found that
adult but not juvenile mutant mice are more susceptible to undergo long term depression (LTD).
We propose that early ablation of NMDAR in interneurons leads to an overexcited/uncoordinated
cortical circuit that propitiates LTD during adolescence. This results in a decreased functional
connectivity in adults that may underlie the schizophrenia-like phenotype.

Keywords: Schizophrenia, interneurons, NMDA receptor, transgenic mice,
electrophysiology.
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Abreviaturas en orden alfabético.

ANOVA: anlisis de la varianza.

BS: interneuronas de disparo en salva, burst spiking.

CB: calbindina.

CCK: colecistoquinina.

CR: calretinina.

CxM: Corteza Motora.

ECoG: electrocorticograma.

FFT: transformada rapida de Fourier, fast Fourier transform.

FS: interneuronas de disparo rapido, fast spiking.

GADG67: glutamato descarboxilasa 67.

KO: knock-out condicional de la subunidad NR1 del NMDAR.

LFP: potencial de campo local, local field potential.

LFS: estimulacién de baja frecuencia, low frequency stimulation.
LS: interneuronas de disparo lento, low spiking.

LTD: depotenciacidn de largo término, long term depotenciation.
mPFC: Corteza Prefrontal media.

NMDAR: receptor glutamatérgico de tipo NMDA.

NPY: neuropéptido Y.

PCP: fenciclidina.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, polymerase chain reaction.
PFC: Corteza Prefrontal.

PV: parvalbdmina.

PV+: parvalbumina positivo.

SEM: error estandar de la media, standard error of the mean.
SOM: somatostatina.

STD: depotenciacidn de corto término, short term depotentiation.
vHP: hipocampo ventral.

VIP: péptido intestinal vasoactivo.



INTRODUCCION

Esquizofrenia.

EPIDEMIOLOGIA Y RELEVANCIA.

La esquizofrenia es una enfermedad neuropsiquiatrica que tiene consecuencias devastadoras
sobre el individuo afectado. Su prevalencia (proporcién de la poblacién que padece la
condicién) es de alrededor del 1% (Eaton 1985), mientras que la incidencia (nUmero de nuevos
diagndsticos por unidad de tiempo) es de alrededor de 0.2 cada 1000 por afio, el doble de lo
observado para enfermedades tales como Alzheimer y seis veces mas prevalente que la
diabetes insulino-dependiente (Jablensky 1997), diagnosticandose alrededor de 8000 casos
nuevos en Argentina por ano (Gattaz & Hafner 1999).

De los individuos diagnosticados con la enfermedad, mas de la mitad padece problemas
psiquiatricos intermitentes de largo término, y alrededor de un 20% presenta sintomas crénicos
(Barbato 1998). La expectativa de vida de las personas afectadas se encuentra reducida de 10 a
20 afios (Chesney et al. 2014) y alrededor de un 10% termina eventualmente cometiendo
suicidio. La mayoria de ellos experimentan discapacidad a lo largo de sus vidas con fuertes
implicancias para la sociedad; incluyendo problemas como criminalidad, violencia, y falencias
concernientes a la sexualidad y matrimonio. Como resultado, la esquizofrenia conlleva una
carga emocional sustancial para las familias de los afectados. El desempleo es de 80 a 90%
(Marwaha & Johnson 2004). Ademads, la enfermedad provoca enormes costos econdmicos a

nivel mundial en términos de gastos médicos y pérdida de productividad: se estima un costo de



60 millones de ddlares anuales Unicamente en los Estados Unidos (Wu et al. 2005) y de £11-8
millones por afio en Inglaterra (Commission 2012).

El curso sintomatico de la esquizofrenia es variado. En un estudio clasico llevado a cabo por
Ciompi (Ciompi 1980), se reporta que la mitad de los pacientes tuvieron un curso ondulante,
con remisiones parciales o totales de los sintomas seguidas de recurrencias en un patrén
impredecible. Alrededor de un tercio tuvo un curso crénico sin que la terapéutica lograra
resultados favorables. Solo una pequefia minoria mostrdé un patrén estable de recuperacion con
buenos resultados. La tasa de éxito de los tratamientos contra la esquizofrenia es variable y
depende significativamente de las drogas utilizadas (Suarez & Haro 2008), pero es baja en todos
los trabajos.

El riesgo de desarrollar esquizofrenia es directamente proporcional al grado de relacidn
genética con un individuo afectado (Gottesman 1991). Sin embargo, el grado de riesgo
conferido por cada gen en particular es pequeno, y, para la mayoria de los genes, las bases
biolégicas de este riesgo incrementado no estan claras. Estudios de heredabilidad realizados en
gemelos y estudios de adopcidn marcan una clara relacidn entre el grado de concordancia de la
enfermedad y el porcentaje de genes compartidos con un individuo con esquizofrenia (Petronis
et al. 1999). El grado de coocurrencia de la esquizofrenia entre individuos con la misma carga
genética (gemelos monocigdticos) criados en entornos distintos es del 50% (Gottesman 1991;
Rapp & Bachevalier 2003). Esto indica que la carga genética es un componente importante en el
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, estos estudios también demuestran que la
heredabilidad no puede ser explicada por herencia mendeliana simple, y abogan por un

importante componente ambiental para el desarrollo de la enfermedad.



A pesar de los avances realizados

en el campo, la causa de la
esquizofrenia es aun desconocida.
Las teorias actuales abogan por
causas multifactoriales que
involucran la interaccién de un
contexto genético vy factores
ambientales que afectan la
predisposicion. Dado que ambos
factores inciden sustancialmente
en el desarrollo de la
enfermedad, se cree que la
etiologia de la esquizofrenia
requiere una interaccién entre
susceptibilidad génica y factores
de riesgo ambientales que inciden
sobre procesos del

neurodesarrollo y que llevan a la

BOX 1. Corteza prefrontal media.

La corteza prefrontal media (mPFC) en ratones es considerada
como analogo funcional a la corteza dorsolateral prefrontal de los
humanos, que es una regién de la corteza prefrontal (PFC).
Numerosos roles han sido atribuidos a esta estructura, entre ellos
se destaca su rol en toma de decisiones, incluyendo deteccion de
errores (Holroyd et al. 2002), control ejecutivo (POSNER et al.
2007) y aprendizaje dependiente de recompensa (Rushworth et
al. 2011) asi como también su rol en la memoria, tanto en lo
concerniente a evocacion de memorias remotas (Frankland et al.
2004; Takashima et al. 2006) como recientes (Corcoran & Quirk
2007). Ademas, la mPFC cumple una funcion clave en la memoria
de trabajo (Goldman-Rakic 1987; Alexander & Goldman 1978).
Esta area subyace muchas de las funciones que se encuentran
alteradas en los pacientes de esquizofrenia y, ademas, presenta
alteraciones tanto estructurales como funcionales en las personas
que padecen la enfermedad. Por esta razdn, la mPFC resulta de
especial interés en este trabajo.

La mPFC recibe entradas de numerosas estructuras cerebrales
incluyendo corteza frontal, amigdala, talamo, hipotalamo, areas
olfatorias, sistemas neuromodulatorios y la formacién hipocampal
(Euston et al. 2012). Dentro de esta ultima, el hipocampo ventral
es de especial interés ya que, junto con el subiculum, es el Gnico
que proyecta monosinaptica y unidireccionalmente a la mPFC,
ademas de ser el generador del ritmo theta registrado en la mPFC
(ver “ritmos theta y gamma”).

La via hipocampo ventral - corteza prefrontal media (vHP-mPFC)
esta sujeta a podado sinaptico a lo largo de la adolescencia y es
susceptible de sufrir cambios plasticos. Si bien hay abundante
literatura respecto a la induccidn de potenciacion de largo término
en esta via, que se sabe dependiente de NMDAR y glutamato
(Jay et al. 1995) poco se sabe sobre la induccion de
depotenciacion de largo término en la misma, habiéndose usado
en literatura diversos protocolos que no siempre lograron una
depotenciacion exitosa.

posterior aparicion de la sintomatologia propia de la enfermedad.




ETIOLOGIA.

Muchos genes han sido implicados en el desarrollo de la esquizofrenia a lo largo de la historia, la
gran mayoria de ellos impactan sobre las bases moleculares de la sinapsis. Esto incluye efectos
en receptores (genes GRM3, CHRNA7, G72), transduccién de la seial (RGS4) y regulacién de la
plasticidad y sinaptogénesis (dysbindina, DISC1, calcineurina, (Harrison & Weinberger 2005)).
Las sinapsis glutamatérgicas parecen estar particularmente afectadas. Notablemente, la
sefializacién mediante el receptor glutamatérgico de tipo NMDA (NMDAR) se encuentra
influenciada de alguna manera por buena parte de los genes propuestos (Harrison &
Weinberger 2005). Ademas del componente genético subyacente a la enfermedad, se han
identificado varios componentes ambientales que acttan a lo largo del desarrollo como factores
de riesgo para contraer la enfermedad. Entre los mas destacados se encuentran complicaciones
durante el embarazo (Cannon et al. 2002), la edad de los padres en el momento de la gestacidon
(Zammit et al. 2003), infecciones perinatales (Weinberger 1987), enfermedades autoinmunes
(Ganguli et al. 1994), uso de cannabis (Hall & Degenhardt 2000), residencia en zonas urbanas y
el estrés (Sampson 2014), entre varios otros. Se cree que el estrés contribuye a la patogénesis
de una variedad de enfermedades psiquiatricas (Belujon & Grace 2011; Roozendaal et al. 2009;
Touma 2011). En particular, la evidencia sugiere que eventos de estrés en la vida temprana son
un factor importante en el desarrollo de la esquizofrenia (Agid et al. 2000; Meyer-Lindenberg &
Tost 2012). Los eventos estresantes pueden precipitar o exacerbar los sintomas psicéticos de la
enfermedad vy el estrés psicosocial aumenta el riesgo de desarrollarla (Lim et al. 2009). Otros
trabajos han demostrado consistentemente asociaciones dosis-respuesta entre trauma durante

el desarrollo y psicosis, a lo largo de un gran rango de disefios experimentales (Arseneault et al.

10



2011; Schreier et al. 2009; Morgan & Fisher 2007). En favor de estos resultados, se sabe que la
Corteza Prefrontal (PFC, por sus siglas en inglés Prefrontal Cortex), un darea particularmente
afectada en los individuos con esquizofrenia (ver BOX1), es de las regiones mas susceptible a los
efectos detrimentales del estrés, el cual puede inducir disminuciones en las funciones cognitivas
mediadas por la PFC y cambios estructurales en las dendritas de las neuronas de esta area

(Arnsten 2009).

SINTOMATOLOGIA.

La esquizofrenia se caracteriza por una multiplicidad de sintomas que involucran casi todos los
dominios cerebrales (percepcién, actividad motora, lenguaje, emocién, razonamiento, etc.).
Estos varian entre pacientes, creando un perfil sintomatoldgico muy amplio.

La caracterizacion de la esquizofrenia se remonta a los comienzos del siglo XX; Emil Kraepelin,
un psiquiatra Aleman, distinguid la psicosis mania-depresiva, de otras enfermedades psicdticas
cronicas (Kraepelin 1919, tomado de (Zivanovic & Nedic 2012)). Inicialmente, Kraepelin utilizo el
término demencia precoz para referirse a la mayoria de las enfermedades mentales crénicas.
Observd que un patron comun en estos pacientes era la aparicién de alucinaciones
concomitantes o delirios, sin deterioro de la funcidn sensorial, conciencia o de la memoria.

El término esquizofrenia fue utilizado por primera vez por Eugen Bleuler, un psiquiatra Suizo,
que observd en los pacientes una disociacién entre los componentes cognitivos y afectivos
(Bleuler 1950, tomado de (Ashok et al. 2012)). Bleuler diferia de Kraepelin, en la forma del
desarrollo de la esquizofrenia, postulando que ésta no estaba tipicamente caracterizada por un

inicio con demencia precoz y culminando en demencia terminal. Bleuler desarrollé la nocién de
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gue los pacientes con esquizofrenia poseian sintomas primarios y secundarios. Definié los
sintomas primarios mediante la regla de las "4 A": profunda ambivalencia, pérdida de la
asociacion, pensamiento autista y perturbaciones afectivas (del inglés, Ambivalence, Associative
disturbance, Autistic thinking and Affective incongruity) y describié a los pacientes como seres
gue vivian en un mundo interno e irreal, separados de la interaccidn social. Los sintomas
secundarios incluian alucinaciones y delirios.
Posteriormente, los sintomas fueron divididos en dos categorias: los sintomas positivos reflejan
un exceso o distorsidn de las funciones normales, mientras que los sintomas negativos reflejan
una disminucién o perdida de las funciones normales (Hirsch & Weinberger 2003). Ademas de
estas dos categorias, existen también marcados sintomas cognitivos que inicialmente se
pensaba aparecian solo en individuos ancianos, pero que posteriormente fueron descriptos en
pacientes mas jovenes.
Actualmente el diagnostico de la esquizofrenia segun el manual de psiquiatria DSM-V (American
Psychiatric Association 2013) se basa tanto en los sintomas negativos y positivos como en los
cognitivos. Estos se describiran brevemente a continuacion:

e Sintomas positivos:
Los pacientes con sintomas positivos suelen perder el contacto con algunos aspectos de la
realidad. Estos sintomas pueden ser estables en el tiempo o aparecer esporadicamente y
pueden tener distintos grados de severidad. Los sintomas positivos incluyen:
Alucinaciones: Son experiencias sensoriales que ocurren en ausencia de estimulo. Pueden

ocurrir en cualquiera de los cinco sentidos, siendo mas comunes las alucinaciones auditivas.
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Muchos pacientes escuchan voces. Las voces pueden hablarle al paciente sobre su
comportamiento, obligarle a hacer cosas o advertirle de peligros.

Delirios: Son falsas creencias que no son consistentes con la cultura del paciente. Estas persisten
aun cuando hay evidencia de que no son verdaderas o ldgicas. Los delirios pueden ser de
referencia (por ejemplo, creer que la television les estd mandando mensajes especiales) o
pueden ser delirios persecutorios (como creer que alguien esta tratando de dafiarlos).

Desdrdenes del movimiento: se trata de un aumento desmedido de |la motricidad con

movimientos, rapidos poco coordinados, sin un objetivo preciso en el marco de la llamada
"agitacion psicomotora". Un paciente puede repetir ciertos patrones motores una y otra vez. En
el otro extremo, el paciente puede volverse catatdnico, aunque esta condicién es mas comun en
pacientes que no reciben tratamiento.

e Sintomas negativos:
Son mas dificiles de reconocer y pueden ser confundidos con ciertos sintomas del trastorno
bipolar. Los pacientes con estos sintomas pueden necesitar ayuda en sus tareas diarias y
pueden descuidar la higiene personal. Los sintomas incluyen:
Aplanamiento afectivo (flat affect): Expresiéon reducida de las emociones via expresién facial o
tono de voz.
Anhedonia: Busqueda reducida de sensaciones de placer en la vida cotidiana.

Dificultad comenzando o sosteniendo actividades.

Disminucion del habla.

Trastornos en la vida social.
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e Sintomas cognitivos:

Afectan a alrededor del 75% de los pacientes con esquizofrenia. Las funciones principalmente
afectadas incluyen la atencién, memoria e inteligencia y estan directamente asociados con
déficits sociales y funcionales. Al igual que los sintomas negativos, al inicio la mayoria de los
sintomas cognitivos son sutiles y usualmente solo son detectados cuando se realizan baterias de
andlisis cognitivo. Los sintomas cognitivos dificultan la obtenciéon de un trabajo estable para
ganar sustento. Ademas conllevan angustia emocional como resultado del bajo desempefio y/o
la confusidén. Incluyen:

Anosognosia: Pérdida de la conciencia propia de la persona. En el caso de la esquizofrenia, el
afectado puede incluso no saber que presenta la enfermedad.

Desérdenes del pensamiento: Son maneras de pensar inusuales y disfuncionales. Una forma de

este desorden es el llamado "pensamiento desordenado”, que se define cuando una persona
tiene problemas organizando sus pensamientos o conectandolos légicamente. Otra forma es el
"bloqueo de pensamiento”, cuando la persona interrumpe abruptamente su discurso en el
medio de un pensamiento. Ademas, el paciente también puede inventar palabras sin sentido o
neologismos.

Déficits en el funcionamiento ejecutivo: Las personas con esquizofrenia tienen problemas

entendiendo, procesando y utilizando informacion para tomar decisiones ldogicas. El
funcionamiento ejecutivo ayuda a conectar experiencias pasadas con situaciones presentes.
Esta involucrado en planeamiento, organizacién, pensamiento estratégico, atencion y memoria.
Un componente importante del funcionamiento ejecutivo que se encuentra alterado en

esquizofrenia es la flexibilidad cognitiva. Los pacientes que aprendieron una determinada
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contingencia presentan problemas para adaptarse a un cambio en las reglas que subyacen a
dicha contingencia.

Problemas de atencién: Problemas para concentrarse que dificultan la realizacidn de tareas.

Déficits en memoria de trabajo: La memoria de trabajo es utilizada para almacenar informacion

por un corto periodo de tiempo. Las personas con esquizofrenia tienen problemas utilizando
informacidon inmediatamente luego de adquirirla. Esto disminuye notablemente el desempefio

en tareas diarias y en el ambito laboral.

CURSO TEMPORAL.

La edad de comienzo de la enfermedad varia ligeramente entre hombres y mujeres, y los
hombres tienden a desarrollarla a una edad mas temprana (Munk-Jgrgensen 1987). En el aio
2010, la proporcion de ingresos hospitalarios en Argentina por esquizofrenia, trastornos
esquizotipicos y trastornos delirantes en hombres alcanzd un pico en el grupo de edad de 20 a
24 afios (8,5%), mientras que en mujeres en el de 30 a 44 aios (5,9%).

Sin embargo, el pico de incidencia para ambos sexos es durante la adolescencia, en el rango de
15 a 24 aiios (Figura I1). La adolescencia es un periodo critico en el desarrollo del sistema
nervioso central, ya que conlleva numerosos y dramaticos cambios a nivel de conectividad

sindptica (ver "Cambios normales durante el desarrollo de la mPFC").
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Figura I1. Proporcion de egresos hospitalarios por esquizofrenia en Argentina, trastornos esquizotipicos y trastornos

delirantes segin grupo de edad y sexo. Total pais. Afio 2010 (Direccion Nacional de Salud Mental y Adicciones,
Ministerio de Salud, Presidencia de la Nacion). (N=9900)

La evidencia sugiere que los hombres tienen un riesgo un 30% a 40% mayor de desarrollar la
enfermedad a lo largo de sus vidas (Selten 2014). Alrededor de un 50% de los pacientes tienen
un comienzo agudo marcado por un brote psicdtico, y el 50% restante posee un largo periodo
prodrémico. En el segundo grupo, los sintomas negativos tienden a aparecer alrededor de 5
afios antes del brote psicético inicial, mientras que los sintomas positivos aparecen mucho mas
cercanos a la primera hospitalizacion.

La manifestacidn de la esquizofrenia durante un periodo particular de la vida, la adolescencia,
asi como también la marcada incidencia de agresiones ambientales a lo largo del desarrollo en
individuos que posteriormente desarrollan la enfermedad llevaron a considerar a la
esquizofrenia como una enfermedad del neurodesarrollo. Se han realizado numerosos estudios
en busqueda de marcadores que permitan identificar a las personas que son candidatos a
desarrollar la enfermedad con el fin de prevenirla antes de que se manifieste. Los niflos con alto
riesgo de contraer esquizofrenia difieren de sus pares sanos, en la infancia temprana, en una
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cantidad de marcadores que no parecen tener un nexo causal comun (Jones & Tarrant 1999),
como la edad a la que alcanzan determinadas capacidades, niveles de funcionamiento cognitivo,
logros educacionales, desarrollo neuroldgico y motor y competencia social (Isohanni et al. 2001;
Cannon et al. 2002).

Al indagar sobre la infancia de los individuos que desarrollaron esquizofrenia, se observa que
estos presentaban ciertos comportamientos levemente atipicos (Larson et al. 2010). Sin
embargo, debido a que no todos los individuos que presentan comportamientos atipicos
durante la infancia terminan desarrollando esquizofrenia, éstos no pueden utilizarse como
marcadores Utiles para predecir la ocurrencia futura de la enfermedad. El descubrimiento de
marcadores fisioldgicos en lugar de comportamentales podria ser clave para predecir el
desarrollo de la enfermedad.

Al igual que la etiologia, la fisiopatologia de la esquizofrenia continda siendo tema de
controversia. Sin embargo, existen alteraciones en determinadas estructuras cerebrales, en

patrones de conectividad y en la neuroquimica cerebral que se observan caracteristicamente.

FISIOPATOLOGIA.

Alteraciones estructurales.

El ensanchamiento de los ventriculos cerebrales permanece como uno de los hallazgos mas
importantes en los estudios de resonancia magnética nuclear. Un meta-analisis realizado sobre
55 estudios examinando el tamafio de los ventriculos en pacientes con esquizofrenia, arrojé que

el 80 por ciento de los trabajos presentaban un aumento del volumen ventricular en los
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pacientes (Shenton et al. 2001). Sin embargo, también se encontraron alteraciones en diversas
estructuras cerebrales:

PFC: 60% de 50 estudios publicados mostraron déficits en la cantidad de materia gris en esta
estructura (Shenton et al. 2001). Se observd también un incremento en la densidad neuronal
gue responde Unicamente a una disminucién en el volumen de la PFC, ya que no se observaron
diferencias en el numero de neuronas (Pakkenberg 1993; Selemon et al. 1998; Thune et al.
2001). La reduccion en el volumen cortical podria deberse en parte a una disminucién en el
tamafio de los somas de las neuronas piramidales de los individuos con esquizofrenia
(Rajkowska et al. 1998; Pierri et al. 2001). Consecuentemente con la disminucién en el tamafio
de los somas, se encontraron disminuciones en el largo de las dendritas y el tamafio del
neuropilo en pacientes (Bertolino et al. 2000; Deicken et al. 2000).

Talamo: El talamo (particularmente en nicleo mediodorsal) también muestra reducciones en su
volumen en individuos con esquizofrenia (Konick & Friedman 2001). El nimero de neuronas
también se encuentra reducido en esta drea (Pakkenberg 1990; Pakkenberg 1992; Byne et al.
2002). Sin embargo, los estudios que evaluaron el tamafio de los somas en estas aéreas no han
arrojado resultados concluyentes.

Complejo amigdala-hipocampal: Se encontraron disminuciones del 4% en el volumen
hipocampal (Nelson et al. 2015) y del 6% para el volumen de la amigdala (Woodruff et al. 2000).
La mayoria de los estudios no muestran cambios en la densidad neuronal en estas areas. El
tamafio neuronal en hipocampo se encuentra disminuido en la mayor parte de los estudios
(Weinberger 1999). También se observaron descensos en el tamafio del neuropilo en estas

estructuras (Rosoklija et al. 2000).
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A pesar de que las alteraciones anatémicas fueron muy estudiadas en primera instancia y se han
realizado caracterizaciones detalladas de las mismas, éstas no se han encontrado
consistentemente en todos los estudios realizados con tejido post-mortem. De hecho, muchos
de los estudios han mostrado resultados contradictorios. Ademas, estas alteraciones no se
encuentran en todos los pacientes que desarrollaron la enfermedad. Finalmente, las bases que
subyacen las alteraciones no han sido dilucidadas por lo que podrian ser consecuencia del
padecimiento de la enfermedad a lo largo del tiempo y no la causa de la misma. Esto hace que
las alteraciones anatdmicas en los cerebros de los pacientes no puedan ser utilizadas como
criterio para diagnosticar la enfermedad y han propulsado la busqueda de otros marcadores

gue hagan posible el diagnéstico.

Alteraciones en la conectividad.

El analisis mediante neuroimagenes de la actividad neuronal ha sido utilizado para identificar
anomalias en los patrones de activacién dependientes de tareas en diferentes aéreas del
cerebro (McGuire et al. 2008). Mientras que estudios iniciales mostraron hipoactividad en la PFC
de pacientes con esquizofrenia (Weinberger et al. 1988; Ingvar & Franzén 1974), los cambios de
actividad observados han sido variables en los estudios subsiguientes, con algunos de ellos
reportando hiperactivacidon de la PFC en los pacientes esquizofrénicos comparados con sujetos
control sanos (Manoach 2003). Las discrepancias podrian deberse a que los estudios en
humanos son realizados durante la ejecuciéon de una determinada tarea que involucra la PFC y
los resultados se expresan en forma de diferencial entre el estado de activacién previo y el

estado de activacion durante la tarea. Un estado hiperactivo basal de la PFC podria imponer un
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techo a la capacidad de reclutar neuronas durante la realizacion de la tarea, generando que el
diferencial medido sea menor, y dado como falso resultado la hipoactividad de la PFC medida
en algunos trabajos.

La conectividad funcional se mide en humanos como la sincronizacién de la actividad neuronal
regional entre dos areas del cerebro. Refleja la magnitud de los cambios compartidos en la
actividad entre las regiones. Numerosos estudios en humanos han provisto evidencia de
conectividad anormal entre distintas aéreas en pacientes con esquizofrenia, entre ellas
podemos mencionar desconexidn en el circuito talamo-cortical (Welsh et al. 2010), en el circuito
cortico-talamo-cerebelar (Schldsser et al. 2003) y en el circuito cértico-cortical (Crossley et al.
2009). El estado de conectividad de la via hipocampo-PFC en pacientes con esquizofrenia es de
especial interés para este trabajo. Zhou y colaboradores utilizaron dos técnicas distintas para
medir la conectividad hipocampal en estado de reposo y encontraron conectividad funcional
disminuida con la corteza cingulada y la PFC, entre otras areas (Zhou et al. 2008). Otros grupos
observaron la misma disminucién en pacientes realizando una tarea dependiente de memoria
de trabajo (Wolf et al. 2009). Sin embargo aldn existen algunas controversias al respecto

(Sigurdsson & Duvarci 2015).

Alteraciones neurobioquimicas.

Otra alteracidn observada consistentemente por diferentes laboratorios mediante estudios
neurobioquimicos post-mortem de cerebros de pacientes esquizofrénicos es la reduccién en los
niveles, tanto del mRNA como de la proteina, de la enzima limitante para la sintesis de GABA

(glutamato descarboxilasa 67, GAD67) en corteza e hipocampo (Akbarian & Huang 2006; Benes
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& Berretta 2001; Lewis et al. 2012). Ademas, se observaron reducciones en los niveles de
parvalbumina (PV) en interneuronas parvalbumina positivas (PV+) en la corteza de pacientes
con esquizofrenia. Ambas observaciones vinculan directamente a las interneuronas PV+ con la
enfermedad. Diversos estudios en modelos animales han contribuido a fortalecer y profundizar
la idea de que alteraciones puntuales en la neurotransmisiéon o maduracidn postnatal de las PV+
puede resultar en cuadros compatibles con la esquizofrenia (revisado en Nakazawa et al., 2012).
Sin embargo, queda aun mucho por entender respecto al rol de estas interneuronas en relacién
a las enfermedades psiquiatricas. Por ejemplo, la disminucién en los niveles de GAD67 en las
interneuronas PV+ no es exclusiva de la esquizofrenia ya que también ha sido reportada en el
trastorno bipolar (Todtenkopf et al. 2005), patologia con la que comparte sintomatologia. El
esclarecimiento de cudles de las funciones de las interneuronas corticales se encuentran
alteradas en la esquizofrenia se ha visto enlentecido por la extrema dificultad en establecer
pardametros inequivocos que permitan clasificar los diferentes subtipos de interneuronas para su

estudio.

Clasificacion de las interneuronas.

El problema de la clasificacion de las neuronas ha sido tépico de debate desde los tiempos en
que Ramoén y Cajal las describiera por primera vez. A pesar de los numerosos estudios realizados
posteriormente, aun carecemos de un catalogo de clasificacion de interneuronas que sea
aceptado por toda la comunidad.

En el caso de las interneuronas GABAérgicas corticales, nombres cominmente utilizados, como

las células doble bouquet, Martinotti o células neurogliaformes carecen de una definicidn
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consensuada. En estos casos, el mismo nombre suele ser asignado a neuronas de morfologia
variable por diferentes autores, y varios términos son adoptados inconsistentemente en
diferentes laboratorios para clasificar al mismo tipo celular. Esto dificulta notablemente el
intercambio de informacidn entre los laboratorios.

La clasificacion de los diferentes subtipos de interneuronas se realizd inicialmente desde el
punto de vista histoquimico basdndose en marcadores celulares como neuromoduladores
(neuropéptido Y -NPY-, péptido intestinal vasoactivo -VIP-, somatostatina -SOM-,
colecistoquinina -CCK-, etc.) y proteinas reguladoras del calcio intracelular (PV, calbindina -CB-,
calretinina -CR-). Estos estudios mostraron que la mayoria de las neuronas SOM+, CR+y PV+
son GABAérgicas, siendo estas ultimas exclusivamente GABAérgicas. Ademas las interneuronas
PV+, que abarcan entre el 30% y el 50% del total de interneuronas GABAérgicas de la corteza,
constituyen un grupo aislado que no muestra solapamiento con los otros tipos (Gonchar &
Burkhalter 1997; Kubota et al. 1994).

Esto llevé a una primera subdivisidn de las interneuronas en tres grandes grupos: aquellas que
expresaban SOM, CR o PV. Por otro lado, también se utilizaron parametros medidos
electrofisiolégicamente como criterio para clasificar interneuronas, dando origen a los grupos
de disparo répido (en inglés fast spiking, FS), de disparo lento (en inglés low spiking, LS) y de
disparo en salvas (en inglés burst spiking, BS) (Kawaguchi & Kubota 1997). Estudios mads
recientes, han llegado a definir 10 subtipos electrofisioldgicos, demostrando que existen
superposiciones en la clasificacion histoquimica anterior, especialmente entre interneuronas CR
y SOM positivas (Butt et al. 2005), y han destacado la importancia del componente temporal del

desarrollo de las interneuronas como marcador de sus caracteristicas fisiolégicas (Miyoshi et al.
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2007). Ademds, marcadores inmunohistoldgicos adicionales han desencadenado nuevos
subgrupos y la combinaciéon de dos o mas de ellos ha llevado a la aparicién de numerosas
subpoblaciones nuevas (Gonchar 2008).

Diferentes grupos han intentado establecer una clasificacién definitiva combinando varios
criterios, incluyendo origen embrioldgico, morfolégicos, inmunohistoquimicos vy
electrofisioldgicos (Gelman & Marin 2010; Gupta 2000). Recientemente se ha alcanzado algin
grado de consenso respecto a los subtipos existentes. La propuesta surgié de una reunién en la
ciudad natal de Ramon y Cajal, Petilla de Aragdn, y estd basada en el trabajo colectivo de varios
laboratorios.

La terminologia Petilla (Ascoli et al. 2008), evalué los criterios mas eficientes para describir las
interneuronas GABAérgicas corticales y los organizé en propiedades morfoldgicas, fisioldgicas y
moleculares. A pesar de que la identidad de una interneurona estd caracterizada por todas estas
propiedades, una tipica identificacion experimental estd limitada a un subgrupo de estas
propiedades. Consecuentemente, en base a la informacién disponible, las neuronas serian

clasificadas usando uno o mas de los grupos de criterios que seran resumidos a continuacion:

CLASIFICACION ANATOMICA.

Las interneuronas se dividieron de acuerdo al lugar en el que sinaptan con otras neuronas. Estos
lugares incluyen interneuronas que tienen como blanco el segmento inicial del axén (axo-
axodnicas o células en candelabro), la region perisomatica (células en canasto) y las dendritas
(axo-dendriticas). A su vez, estas categorias fueron subdivididas de acuerdo a la orientacién y

morfologia de su axén.
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CLASIFICACION MOLECULAR.

Divide a las interneuronas en funcién de la expresién de marcadores moleculares especificos:
las que expresan PV, incluyendo las células en candelabro y en canasto; las que expresan SOM,
como las células de Martinotti; las que expresan NPY y no SOM; las que expresan VIP; y las que
expresan CCK, pero no SOM ni VIP.

La clasificacién de acuerdo al desarrollo se incluye dentro de la molecular y separa las
interneuronas con origen en la eminencia ganglionar media, eminencia caudal ganglionar y drea

predptica.

CLASIFICACION FISIOLOGICA.

Esta clasificacion identifica seis tipos de interneuronas. Las FS muestran un disparo que no
adapta en su estado estable, espigas (spikes, potenciales de accién registrados
extracelularmente) cortas y grandes y rdpidas hiperpolarizaciones post potencial. Las non-
adapting non-FS no muestran un incremento en el intervalo interespiga en el estado estable.
Las adapting muestran un incremento en el intervalo interespiga en el estado estable. Las
accelerating muestran un decremento en el intervalo interespiga en el estado estable. Las
irregular spiking muestran un intervalo interespiga irregular. Por ultimo, las intrinsic bursting
producen una salva estereotipica de dos 0 mas espigas montadas sobre una depolarizacién en la
linea de base.

La terminologia Petilla no estd exenta de limitaciones. Para muchos tipos celulares, la
aproximacién anatémica requiere la identificacion del blanco postsindptico subcelular. La

aproximacién molecular no provee un enfoque funcional, ya que los roles funcionales de los
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marcadores mas comunmente

usados son desconocidos. La
aproximacién fisioldgica depende
enormemente de las condiciones
experimentales y requiere una
gran estandarizacion de dichas
condiciones para ser aceptable.
Por lo tanto, cada una de estas
clasificaciones

complementarias

provee  conocimiento  parcial

cuando es tomada
individualmente. Un abordaje que
involucre muchos de estos
criterios resultaria 6ptimo, pero
limitaciones

conlleva multiples

BOX 2. Interneuronas PV+.

El subgrupo de las interneuronas PV+ constituye el méas
numeroso (entre el 30-50% de las interneuronas corticales
segun la region cortical y la especie animal) y son las que
se manipulan preferencialmente en nuestro modelo animal.
Como hemos visto, las interneuronas han sido sujetas a
numerosos criterios de clasificacion que han llevado al
fraccionamiento de los subgrupos primeramente
establecidos. Sin embargo, el grupo de las interneuronas
PV+ se ha mantenido constante ante este fraccionamiento
debido a la baja o nula co-expresion de esta proteina con
otros marcadores (Gonchar 2008). Ademas, registros
electrofisiologicos intracelulares permitieron correlacionar el
patrén de actividad electrofisioldgico con la morfologia y
presencia de marcadores inmunohistologicos. De esta
manera surgié el consenso de que las interneuronas PV+
corresponderian de manera mayoritaria a las FS
(Kawaguchi & Kubota 1997; Toledo-Rodriguez 2004;
Zaitsev 2004), neuronas de alta frecuencia de disparo, baja
acomodacion y que morfoldgicamente poseen terminales
axonales que contactan el soma (interneuronas en cesto) y
la region del cono axonal de neuronas piramidales (tipo
candelabro, (Gabbott et al. 1997; Gonzalez-Burgos & Lewis
2008)). Las interneuronas PV+ poseen caracteristicas
adicionales, como una maduracion postnatal tardia, que las
han llevado a recibir gran atencién tanto desde el enfoque
de enfermedades del neurodesarrollo como en el estudio
de su rol fisiolégico normal en distintas etapas de la vida.

practicas. Recientemente, nuevos intentos de clasificacion han visto la luz basados en patrones
de arborizacion axonal y prometen ser una herramienta poderosa para la subclasificacién de

interneuronas (DeFelipe et al. 2013).

Funciones de las interneuronas.

Dada la diversidad de subtipos de neuronas GABAérgicas mencionada anteriormente es de

esperar que cumplan variadas y complejas funciones, regulado la fisiologia del microcircuito
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cortical de manera especifica en cada regidn cortical. Sin embargo podemos agrupar dichas
funciones en un nimero acotado de roles generales:

1) Debido a su rol predominantemente inhibitorio sobre las neuronas piramidales, las
interneuronas corticales regulan la frecuencia de disparo de las mismas. La dindmica apropiada
de las redes neuronales sélo puede ser mantenida si las entradas excitatorias son compensadas
por entradas inhibitorias. Si sélo existiesen neuronas excitatorias, no podria mantenerse un
orden o asegurarse una autonomia para los grupos de células que se activan transientemente
(los llamados "ensambles neuronales"), debido a que en las redes altamente interconectadas,
como en el caso de la corteza cerebral, la excitacion engendra mads excitacidn. Las
interneuronas, mediante la accién inhibitoria del GABA sobre sus receptores postsinapticos,
proveen la independencia necesaria a las células piramidales vecinas.

2) Existen numerosos circuitos de control que involucran interneuronas (Figura 12). Uno de los
mas conocidos, el llamado "feedforward inhibition", involucra una entrada excitatoria externa
gue genera un incremento paralelo en la actividad de una célula piramidal y una interneurona.
La actividad inhibitoria de la interneurona activada produce una posterior inhibicion en la célula
piramidal (Figura 12d). Las distintas configuraciones que se observan en la microestructura del
circuito cortical, definen una funciéon general de las interneuronas como reguladoras de las
ventanas temporales en los que las neuronas piramidales estan disponibles para disparar,

cumpliendo un rol en la regulacion de la temporalidad o "timing".
liend lenl | delat lidad o "t "
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Figura 12. Ejemplos de distintos tipos de

—_— > “)_:. inhibicién mediadas por las interneurronaS

N (mostradas en naranja) sobre las células

. piramidales (en gris). Una  misma

- f Py interneurona puede recibir entradas sinapticas

l\ j de células excitatorias locales y de estructuras

s mas remotas (A). Algunas pueden inhibir

< d — otras interneuronas (B). Algunas median la

\ M —— llamada feedback inhibition, ya que reciben la

\_,)n mayor parte de la excitacion de la misma

A poblacion de células piramidales que inervan

Lo lo) (C). Algunas son excitadas por entradas

Sl LA extrinsecas e inhiben células piramidales

r '\,CJ locales, por lo que median el fenomeno de

- feedforward inhibition (D). Extraido de
Mature Reviews | Neuroscience (Kullmann & Lamsa 2007).

3) Participan en la generacion y regulacidn algunos de los ritmos oscilatorios corticales. Se ha
propuesto que la inhibicién perisomatica mediada por las células en canasto es critica para la
generacion de oscilaciones gamma (entendida como una oscilacién en el potencial de campo
local o LFP, por sus siglas en inglés, Local Field Potential, en el rango de los 30 a 100-200 Hz).
Esta propuesta se basa en que las interneuronas FS y células PV+ verificadas histolégicamente
muestran un pico en sus autocorrelogramas y espectrogramas en la frecuencia gamma, y la
ocurrencia de sus espigas sigue a aquellas de las neuronas piramidales adyacentes por unos
pocos milisegundos (Mann et al. 2005; Hajos & Paulsen 2009). Por lo tanto, el gamma registrado
extracelularmente corresponderia a los potenciales inhibitorios postsindpticos sincrénicos en
células piramidales producidos por las interneuronas FS en canasto (Bragin et al. 1995;

Hasenstaub et al. 2005; Freund & Katona 2007; Hajos & Paulsen 2009). Ademas, estas ondas
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BOX 3. Oscilaciones.

Los primeros registros electroencefalogréficos en humanos hicieron posible la identificacion de
patrones de oscilacion muy evidentes de baja frecuencia y alta amplitud (denominadas ondas delta)
durante el suefio profundo. El estado en el que predomina este tipo de patrones acufié el nombre de
estado "sincronizado". Ademas, durante la vigilia y el suefio REM, el electroencefalograma muestra
oscilaciones de baja amplitud y alta frecuencia (ondas beta y gamma principalmente) que corresponde
al denominado estado "desincronizado”. Posteriormente, los avances en el conocimiento permitieron
crear estos ritmos oscilatorios bajo situaciones controladas (Whittington & Traub 2003; Somers &
Kopell 1993; Hasselmo 2002; Buzsaki & Wang 2012).

Las neuronas individuales tienen la capacidad de resonar y oscilar a multiples frecuencias (Llinas
1988; Hutcheon & Yarom 2000), lo que sugiere que la sincronizacion de su actividad con los ritmos
oscilatorios puede codificar informacion. La actividad sincronica de las redes oscilatorias es vista hoy
en dia como un campo critico para vincular la actividad de neuronas individuales con el
comportamiento del animal (Engel et al. 2001; Whittington & Traub 2003; Somers & Kopell 1993;
Hasselmo 2002).

Caracteristicas generales:

Las oscilaciones se observan al realizar registros del potencial de campo local (LFP, local field
potential) generado por una poblacion importante de neuronas. Las redes neuronales en mamiferos
muestran distintas bandas de oscilacion que cubren frecuencias desde 0.05Hz a 300Hz
aproximadamente. Las frecuencias medias de cada banda medida experimentalmente siguen la
escala logaritmica (Penttonen 2003). Se ha propuesto que cada banda esta asociada con un estado
cerebral distinto y compiten entre ellas (Klimesch 1999; Csicsvari et al. 2003). Sin embargo, varios
ritmos pueden coexistir en la misma o diferentes estructuras e interactuar entre si (Csicsvari et al.
2003), como sucede en el caso del estadio sincronizado, durante el cual predominan las ondas lentas
delta, pero estas a su vez presentan oscilaciones gamma de alta frecuencia durante los "up-states".
Las oscilaciones de alta frecuencia estan confinadas a un espacio neuronal pequefio, es decir, son
locales, mientras que grandes redes neuronales son reclutadas durante las oscilaciones lentas
(Csicsvari et al. 2003; Steriade 2001).

Funciones de las oscilaciones:

La funcién especifica de cada oscilacion no ha sido todavia clarificada y depende del &rea cerebral en
estudio, sin embargo, se pueden destacar algunas generalidades:

Seleccién de entradas: Ciertas neuronas pueden responder con oscilaciones transientes (salvas de
espigas) ante un entrada de frecuencia dada. Esta propiedad intrinseca le permite a la neurona
seleccionar entradas de acuerdo a su frecuencia caracteristica. Las interneuronas corticales tienen un
amplio rango de frecuencias preferidas (Gupta 2000; Thomson & West 2003) que son importantes
para las propiedades dinamicas de la red (Whittington & Traub 2003). Ademas, la responsividad a una
entrada externa depende de cuan comprometida se encuentra una neurona con un determinado ritmo,
ya que las oscilaciones sub-umbrales del potencial de membrana de las neuronas producto de la
sincronizacion con dicho ritmo afectan predeciblemente la probabilidad de apertura de muchos canales
dependientes de voltaje (Llinas 1988) generando ventanas discretas de oportunidad para que la
neurona responda.

Coordinacion de ensambles neuronales: La capacidad de sincronizacién de ensambles neuronales
depende de la fuerza sinaptica y de la distribucién de frecuencias (si la frecuencia de los osciladores
es similar, la sincronizacion se mantiene aun con sinapsis muy débiles (Steven 1990)).

Codificacion de informacion por fase: Las neuronas con entradas dendriticas més importantes
dispararan antes en un ciclo oscilatorio que las neuronas con una entrada sinaptica pequefia, ya que
el umbral se alcanzara antes (Steven 1990; Tsodyks et al. 1996). Por lo tanto, el adelanto de fase
dependiente de la magnitud de la entrada, podria ser utilizado para almacenamiento de informacion a
corto término (Lisman & Idiart 1995).




pueden ser inducidas por la activacién de interneuronas PV interconectadas mediante
diferentes técnicas (Buzsaki & Wang 2012).

4) Debido a que los fendmenos de plasticidad dependen de la actividad de las interneuronas
durante determinados periodos, estas regulan el desarrollo de estructuras cerebrales. El
neurotransmisor GABA modula el desarrollo de las estructuras corticales desde la gestacidn
hasta bien entrada la adolescencia. Los efectos troficos de GABA en la migracidén neuronal y en
el crecimiento de las neuritas durante el periodo embrionario y perinatal se acompafian de una
accién despolarizante del mismo sobre las neuronas inmaduras (Cherubini et al. 1991;
Leinekugel et al. 1995). Durante el periodo posnatal, GABA asume su clasico rol como
neurotransmisor inhibitorio (Ben-ari et al. 2007), sin embargo, sigue ejerciendo un rol en el

desarrollo cortical controlando la redistribucion de actividad dependiente de los recursos

sinapticos, induciendo la . . .y
P BOX 4. Experimentos de deprivacion monocular

La deprivacion monocular es una técnica experimental
utilizada para estudiar plasticidad en el sistema nervioso.
Consiste en suturar uno de los parpados de un animal
durante un periodo de tiempo, manteniendo el ojo cerrado.
La ausencia de entrada visual produce alteraciones en el
objetivos  apropiados 'y el | conexionado de la corteza visual solo cuando se produce en
un periodo de alta plasticidad, denominado periodo critico.
fortalecimiento de los sitios mas || Sila sutura se produce antes o después del llamado periodo
critico el conexionado no se modifica aun en ausencia de
fuertes 'y apropiados para || entrada visual. En sus trabajos histdricos, Takao Hensch
muestra que la deprivacion monocular durante un periodo
promover su maduracién como || critico induce un disminucion en las conexiones sinapticas
excitatorias en la corteza visual. Este descenso depende de
ocurre durante la maduracién de || l0s niveles de enzimas involucradas en la sintesis de GABA
(Mataga et al. 2004). Este y otros trabajos demuestran que
la maduracién de la inervacion inhibitoria en corteza esta
regulada por la experiencia sensorial (Morales et al. 2002;
Chattopadhyaya 2004).

remocion de los sitios débiles

transientes que no sinaptan los

la via visual durante el periodo

critico (ver BOX 4).
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Dada la amplia cantidad de evidencia que vincula déficits en el funcionamiento de las
interneuronas con el desarrollo de la esquizofrenia, una o varias de las cuatro funciones de las
interneuronas antes mencionadas podrian contribuir a la aparicion de los sintomas de la
enfermedad.

Debido al rol de las interneuronas en la generacion de algunos ritmos oscilatorios y en el control
del momento de disparo de las neuronas, su malfuncionamiento podria afectar pardmetros
electrofisioldgicos relacionados con estos ritmos. A continuacién se describen dos ritmos

caracteristicos que son de especial importancia en este trabajo.

Ritmos theta y gamma.

RITMO THETA.

Se denomina ritmo theta a las oscilaciones en el LFP de una frecuencia que va de 4 a 12 Hz
dependiendo de la estructura, la edad, la especie, la conducta desarrollada y el estado de vigilia
(en roedores anestesiados tipicamente se considera el rango de 4 a 8 Hz (Derdikman & Knierim
2014)). Las ondas theta en corteza e hipocampo estdn mds consistentemente presentes durante
el suefio REM, periodos desincronizados bajo efecto de anestesia y durante varios tipos de
actividad exploratoria, no registrandose en general en animales despiertos pero inmdviles. La
oscilacion theta es mas regular en frecuencia y de mayor amplitud en la region CA1l del
hipocampo. También se encuentra presente en el giro dentado y en la regién CA3. Ademas de
en el hipocampo, las oscilaciones theta y la sincronizacion de neuronas en este ritmo se ha
observado en varias estructuras, incluyendo corteza entorrinal, perirronal, prefrontal y amigdala

(Mitchell & Ranck 1980; Alonso & Garcia-Austt 1987; Leung & Borst 1987; Paré & Collins 2000).
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Si bien puede registrarse este ritmo en el potencia de campo local de estas estructuras ninguna
de ellas es capaz de generar actividad theta de manera intrinseca. En experimentos in vitro, la
condicién minima necesaria para la generacidn del ritmo theta es la conexiéon intacta entre el
hipocampo y el septo medial - banda diagonal de Brocca (Petsche et al. 1962), sin embargo, los
mecanismos fisiolégicos completos para esta generacién no han sido descubiertos aun. Ha sido
demostrado que las células piramidales e interneuronas de la corteza prefrontal media (mPFC)
se encuentran sincronizadas en fase con el ritmo theta originado en el hipocampo (Sirota et al.
2008).

Significado funcional del ritmo theta.

Se ha propuesto que ciclo de theta podria ser considerado equivalente un quanto de
informacidén, permitiendo el intercambio de informacién entre neuronas en una manera
dependiente de la fase, permitiendo la segregacién temporal de ensambles neuronales (Buzsaki
2002). Muchos factores pueden afectar la temporalidad precisa de las espigas. Las neuronas
sincronizadas con el ritmo disparan en promedio en una determinada fase de la onda. Sin
embargo existe una considerable variabilidad en el momento de ocurrencia de las espigas. Mas
aun, la fluctuacién de fase correlaciona con variables comportamentales en animales despiertos
(J.O’Keefe & Recce 1993). Este fendmeno indica que las neuronas podrian codificar informacién
con el tiempo de ocurrencia de sus espigas ademds de con su frecuencia de disparo (Lisman &

Idiart 1995; Buzsaki & Chrobak 1995).
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RITMO GAMMA.

Se denomina ritmo gamma a las oscilaciones en el LFP de una frecuencia caracteristica que va
de 30 a 100-200Hz, dependiendo de los autores. Las oscilaciones gamma se encuentran
presentes en los periodos "desincronizados" y en momentos particulares durante las
sincronizaciones. Estas han sido descriptas en varias areas del neocortex, la corteza entorrinal ,
amigdala, hipocampo, estriado, bulbo olfatorio y tdlamo entre otros (Sirota et al. 2008; Chrobak
& Buzsaki 1998; Mann et al. 2005; Tort et al. 2008; Pinault & Deschénes 1992).

Las oscilaciones gamma ocurren normalmente en pedazos de corteza aislados in vitro, es decir,
son generadas localmente (Cunningham et al. 2003; Buhl et al. 1998; Bartos et al. 2007). Por
ultimo cabe destacar que, a pesar de que las oscilaciones gamma tipicamente surgen
localmente, la magnitud de las oscilaciones gamma esta modulada por ritmos de menor
frecuencia provenientes de otras areas cerebrales. Este acoplamiento entre frecuencias puede
servir para acoplar parches activos de diferentes circuitos corticales (Buzsaki & Wang 2012).
Significado funcional del ritmo gamma.

La habilidad de varios tipos neuronales para sincronizar sus espigas con precision en el orden de
los milisegundos depende de la presencia de fluctuaciones de membrana de rapida frecuencia
(Mainen & Sejnowski 1995; Haider & McCormick 2009). La coordinacién exacta de las espigas
puede estar relacionada a estimulos ambientales, al comportamiento, al LFP o a la actividad de
otras neuronas. La mejor prediccién es obtenida cuando la informacién sobre el momento del
disparo de dos neuronas vecinas estd disponible en una ventana de 10 a 30ms (Jensen & Lisman
1996; Borgers & Kopell 2003; Harris et al. 2003; Lisman 2005), la ventana de tiempo

correspondiente a aproximadamente un ciclo gamma. Se han asignado numerosos roles al ritmo
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gamma en operaciones cognitivas (Singer & Gray 1995; Engel et al. 2001; Varela et al. 2001). En
particular, se ha encontrado una estrecha correlacién entre la magnitud de la oscilacion gamma
en mPFCy el reclutamiento de la misma durante tareas cognitivas que requieren memoria de
trabajo y toma de decisiones. Por otra parte la magnitud de la oscilacién evocada durante este
tipo de tareas varia a lo largo del desarrollo postnatal pudiendo acompanar los importantes
cambios madurativos que ocurren en la PFC durante la adolescencia. Ademas, varios trabajos
realizados en humanos muestran una disminucién en el ritmo gamma en los pacientes con

esquizofrenia (Uhlhaas & Singer 2010).

Cambios normales durante el desarrollo de la PFC.

Durante la adolescencia, la PFC estd sujeta a cambios madurativos que contribuyen al
refinamiento de sus funciones. Tomando como ejemplo el desempefio en la memoria de
trabajo, una de las funciones clasicas de la PFC, estudios en monos demuestran un aumento
progresivo en el desempefio conductual que es dependiente de la edad y que aumenta a través
de la adolescencia hasta alcanzar los niveles estables en la adultez (Goldman-Rakic 1987). Este
desempefio parece ser dependiente de un aumento en el reclutamiento de la PFC en esta tarea

a lo largo del desarrollo (Alexander & Goldman 1978).

DESARROLLO DEL CIRCUITO GLUTAMATERGICO DE LA PFC.
Las espinas dendriticas son el sitio principal de entrada sindptica excitatoria en las neuronas
piramidales. Se ha demostrado que todas las espinas maduras contienen al menos una sinapsis

excitatoria (Arellano et al. 2007). La adolescencia es un periodo importante durante el cual
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densidad de espinas dendriticas de la capa 3 de neuronas piramidales de la PFC declina hasta
alcanzar niveles estables en la adultez en monos (Anderson et al. 1995). Consistentemente, la
densidad de sinapsis excitatorias también declina durante esta etapa en la PFC de humanos
(Bourgeois et al. 1994; Huttenlocher & Dabholkar 1997). Otras especies han sido menos
estudiadas pero exhiben un patréon comparable: la mayor densidad de sinapsis se observa antes
de la adolescencia en gatos (Cragg 1975) y en ratas (Gourley et al. 2012), descendiendo a partir
de ese momento hasta la adultez temprana. Este podado sindptico podria contribuir al descenso
en el grosor de la materia gris cortical que ocurre durante la adolescencia (Giedd & Rapoport
2010). Ademas, el refinamiento ocurre mas pronunciadamente en la capa 3 que en las capas 5-6
(Bourgeois et al. 1994), consistente con la localizacién de las células piramidales que se
encuentran alteradas en la esquizofrenia. A pesar de los avances realizados, aun no hay
evidencia clara acerca del mecanismo mediante el cual el podado sinaptico afecta el desempefo

en la memoria de trabajo.

DESARROLLO DEL CIRCUITO GABAERGICO EN LA PFC.

Cruz y colaboradores realizaron inmunomarcaciones, durante diferentes momentos del
desarrollo postnatal, para varios marcadores de interneuronas en monos, pudiendo identificar
las interneuronas PV+ en forma de candelabro a partir de la morfologia particular de las sinapsis
que establecen con las neuronas piramidales (en forma de "cartucho"). Los resultados
mostraron que la densidad de marca de PV (que parece estar asociada con el nivel de actividad
de estas neuronas (Neurons 1985; Heizmann 1984)) y de GAT1 (transportador de GABA) en las

sinapsis es baja en los recién nacidos, aumenta hasta llegar a su pico antes de la adolescencia y
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decrece marcadamente durante la adolescencia hasta alcanzar los niveles adultos en la PFC de
monos (Cruz et al. 2003). Para el caso de la subunidad a2 del receptor de GABA, que se expresa
principalmente en las neuronas piramidales, la inmunoreactividad es alta en el periodo posnatal
y disminuye de manera estable durante el desarrollo hasta la adultez (Figura 13, Cruz et al.,

2003).
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Estos hallazgos sugieren que la liberacién de GABA de los cartuchos y su permanencia en el
espacio extracelular es muy grande durante el desarrollo posnatal temprano, de manera que la
entrada GABAérgica hacia las neuronas piramidales es muy alta durante este periodo y luego
disminuye durante la adolescencia.

Teniendo en cuenta lo observado en sinapsis excitatorias, Cruz sugiere un cambio coordinado a
lo largo del desarrollo, que consta de un podado de las entradas excitatorias e inhibitorias para
mantener el balance excitacidon/inhibicidn sin afectar el rango dindmico de trabajo de la red ni

su punto de equilibrio.
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Se observaron ademads variaciones
en las capas de la corteza que
sugieren un cambio gradual en el
desarrollo desde una inhibicién
intracolumnar hacia una inhibicién
intercolumnar (Erickson & Lewis
2002), y que podrian contribuir a la
maduracién de tareas que atafien a
la PFC (como la memoria de trabajo)

junto con los cambios en el grado de

inhibicion y excitacién.

Rol de GABA en el desarrollo.

BOX 5. GAD67

El GABA es sintetizado por dos enzimas, GAD67 y GADG5.
GADG7 es responsable de mas del 90% de la sintesis del
GABA y es la enzima limitante para la sintesis del mismo
(Asada et al. 1997; Kash et al. 1997). GADG67 esta
ampliamente distribuida en sinapsis, axones y dendritas,
mientas que GADG65 estéd altamente concentrada en
terminales nerviosas (Dupuy & Houser 1996).

La sintesis de neurotransmisor es dependiente de actividad
neuronal en las interneuronas GABAérgicas, y la
transcripcion de Gad1, el gen que codifica GAD67, esta
dinamicamente regulada durante el desarrollo (Kiser et al.
1998), por la actividad neuronal (Patz et al. 2003; Kinney
2006) y por factores ambientales, (Benson et al. 1989;
Benevento et al. 1995; Liang et al. 1996; Gierdalski et al.
2001). Por lo tanto, la actividad de GADG67 y el reservorio
intracelular de GABA para liberacién se encuentran
regulados por el nivel de actividad de la célula.

Huang y colaboradores bloquearon selectivamente la liberacion de GABA de las neuronas PV+

en cesto de la corteza de ratones juveniles y observaron el patrén de inervacion de estas

interneuronas. El bloqueo de la liberacion de GABA resulté en una mayor densidad de botones

sindpticos GABAérgicos sobre las neuronas piramidales que eran inervadas, con una

disminucién en el nimero de células contactada por cada interneurona. Ademas, el tamafo de

los botones fue menor y mas homogéneo (Wu et al. 2012). Estos resultados indican que la

maduracion sinaptica inducida por GABA consiste en una redistribucién, actividad dependiente,

de los recursos sinapticos, induciendo la remocién de los sitios débiles transientes que no

sinaptan los objetivos apropiados y el fortalecimiento de los sitios mas fuertes y apropiados
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para promover su maduracién. En otras palabras, la entrada GABAérgica estaria induciendo un
refinamiento del circuito. El knock-out condicional de GAD67 en las interneuronas PV+ en cesto
en la adolescencia también presentd déficits en la maduracidn de la inhibicién perisomatica.
Ademads, la sobreexpresién de GAD67 en estas interneuronas promovié la maduracidon de
sinapsis perisomaticas (Chattopadhyaya et al. 2007). Ya que, como se menciond anteriormente,
los niveles intracelulares de GABA son modulados por la actividad neuronal (Huang 2009), la
inhibicion perisomatica estaria regulada por GAD67 de una manera actividad dependiente.

Estos resultados demuestran que GABA cumple otro rol ademas de la transmisidn sinaptica
inhibitoria en el cerebro juvenil y adolescente, regulando la maduracién de las sinapsis
inhibitorias y de los patrones de inhibiciéon, revelando una nueva faceta de la funcién de GABA
gue es distinta de su accidn tréfica temprana en el cerebro neonato.

En el giro dentado del hipocampo, los axones de las interneuronas en cesto maduran
marcadamente entre la primera y cuarta semana, y la conectividad incrementada entre
neuronas en cesto contribuye a un aumento en la coherencia de la oscilacién gamma en redes
locales (Doischer et al. 2008).

Resultados electrofisiolégicos de nuestro laboratorio muestran que la sincronizaciéon con el
ritmo gamma también se refina diferencialmente entre interneuronas y neuronas piramidales
durante la adolescencia (de Almeida et al. 2013), demostrando que ambas poblaciones siguen

trayectorias madurativas diferentes.
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Teorias sobre la fisiopatologia de la esquizofrenia.

Desde la primera descripciéon que mostré que la administracion de anfetamina (agonista
indirecto de los receptores dopaminérgicos, (Angrist et al. 1975) induce sintomas esquizoides
(schizophrenia-like) en humanos sanos y la observacion de que los antagonistas de los
receptores dopaminérgicos tipo D2 son un tratamiento parcialmente efectivo para la
esquizofrenia (Carlsson 1974), surge la teoria dopaminérgica de la esquizofrenia. Esta teoria
propone que una disfuncidon del sistema dopaminérgico seria causante del desarrollo de la
enfermedad (Seeman 1987). Inicialmente la teoria cobré impulso con el desarrollo técnico
adecuado que permitié realizar estudios in vivo cuantificando la densidad absoluta de los
receptores dopaminérgicos de tipo D2, por medio de estudios de tomografia por emisién de
positrones (en inglés PET), en voluntarios sanos y en pacientes (Wong et al. 1984). Los andlisis
de las imdagenes, informaban que la densidad de receptores dopaminérgicos de tipo D2, estaba
aumentada en los pacientes con esquizofrenia (Seeman et al. 1984). Por otro lado, estudios
realizados bajo la técnica de tomografia computarizada de emisidon de fotdn Unico, (en inglés
SPECT), permitié analizar la liberaciéon de dopamina, bajo la competencia con el ligando
radioactivo. Los estudios que utilizan este enfoque han encontrado evidencia de
desplazamiento del radiotrazador de aproximadamente el doble en pacientes con esquizofrenia
en comparacién con los controles (Laruelle et al. 1999). Sin embargo, la busqueda de bases
biolégicas para el estado hiperdopaminérgico estriatal basada en alteraciones en los receptores
dopaminérgicos tipo D2 no produjo resultados consistentes. El analisis de tejido post-mortem y
los estudios de neuroimagenes que inicialmente mostraron un aumento en la densidad de los

receptores dopaminérgicos D2 en esquizofrenia fueron controversiales. Mdas aun, muchos
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estudios no encontraron diferencia alguna en las mismas mediciones (Farde et al. 1987;
Nordstrom et al. 1995). Por otro lado, dado que uno de los déficits que presentan los pacientes
afecta las disfunciones cognitivas asociadas con la actividad de la PFC (Weinberger et al. n.d.),
los estudios se han focalizado en alteraciones en los receptores D1 en |la PFC de los pacientes
con esquizofrenia. Se encontraron tanto incrementos (Okubo et al. 1997) como decrementos
(Abi-Dargham et al. 2002) en la densidad de estos receptores en pacientes. Por lo tanto, la
teoria dopaminérgica de la esquizofrenia no ha sido util para explicar las bases biolégicas de
muchos de los déficits caracteristicos de la enfermedad. EI mecanismo mediante el cual los
antagonistas del receptor D2 logran eficacia terapéutica en esquizofrenia no esta claro aun.

La llamada “teoria de la hipofuncién glutamatérgica” cobré vida tras el seminal descubrimiento
por parte de Lodge y Anis en 1982 de que la fenciclidina (PCP), un agente psicomimético capaz
de desencadenar un cuadro conductual similar a la esquizofrenia en voluntarios sanos, era un
antagonista no competitivo del NMDAR. Esta teoria postula que una hipofuncién de los NMDAR
es clave en la etiologia y fisiopatologia de la enfermedad. La teoria fue apoyada por evidencia
gue mostraba que varios otros antagonistas no competitivos de los NMDAR, incluidos MK-801 y
ketamina, inducen una reaccién psicdtica en sujetos humanos que se asemeja a los sintomas de
la esquizofrenia. Estos agentes también evocan sintomas pre existentes en pacientes de
esquizofrenia estables (Lahti et al. 1995), sugiriendo que utilizan los mismos mecanismos que se
encuentran comprometidos en la enfermedad. Por otro lado, el hallazgo de disminuciones en
los niveles de GAD67 en corteza e hipocampo de los pacientes (ver "alteraciones
neurobioquimicas"), implicé a las interneuronas del sistema cortico limbico en la fisiopatologia

de la enfermedad. Ambas lineas de evidencia desembocaron en una propuesta integrada, en la
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cual una hipofuncién de los NMDAR en interneuronas cortico-limbicas seria responsable de la
fisiopatologia de la enfermedad (Olney 1989). Esta teoria cobrd impulso y fue revitalizada por
otros autores (Coyle, 1996; Deutsch Morisha 1989) debido a una serie de descubrimientos
clave: las interneuronas son mas sensibles que las neuronas piramidales a los antagonistas del
NMDAR (Lewis et al. 2005; Grunze et al. 1996); la administracion sistémica de dosis bajas de los
mismos incrementa la actividad de las neuronas piramidales in vivo (Li et al. 2002; Moghaddam
et al. 1997), lo que se complementa con estudios de neuroimaging en humanos mostrando
excitacion cortical neta después de tratamiento con antagonistas del NMDAR (Breier et al. 1997;
Vollenweider et al. 1997); por ultimo, dosis bajas y repetidas de estos antagonistas disminuyen
la expresiéon de GAD67 y PV (Morrow et al. 2007; Behrens et al. 2007; Cochran et al. 2003;
Keilhoff et al. 2004), un marcador de interneuronas también disminuido en esquizofrenia (ver
"alteraciones neurobioquimicas").

En el marco de esta teoria, el desarrollo de terapias farmacoldgicas para el tratamiento de la
esquizofrenia ha experimentado un sustancial cambio de rumbo por primera vez en afos. La
farmacéutica Eli Lilly ha producido el primer antipsicotico efectivo que no actua sobre el sistema
dopaminérgico (Patil et al. 2007). La droga, un agonista del receptor metabotrdpico
glutamatérgico de grupo Il mGIuR2/3, ha demostrado eficacia clinica en un estudio de fase 2
tanto para sintomas positivos como negativos de la patologia.

Se ha propuesto que la activacién de los mGIuR2/3 presinapticos en terminales glutamatérgicas
actuaria incrementando la liberacién de glutamato especificamente sobre interneuronas PV+,
restableciendo los niveles de activacién de las mismas. Si bien todavia en etapa de validacién

clinica (Kinon & Gémez 2013) este hallazgo demuestra cdémo una mejor comprensién del rol de
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las interneuronas GABAérgicas en enfermedades como la esquizofrenia podrian contribuir al
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. Sin embargo queda aun mucho por dilucidar,
especialmente por la complejidad del sistema GABAérgico inhibitorio cortical y sus multiples

componentes funcionales.

Terapéutica y modelos animales.

Como se menciond anteriormente las primeras drogas utilizadas para tratar los sintomas
psicoticos de la esquizofrenia fueron los neurolépticos clasicos: haloperidol y clorpromazina.
Estos fueron descubiertos inesperadamente en los afios cincuenta y son también conocidos
como antipsicdticos de primera generacion o tipicos. Los antipsicdticos de segunda generacién o
atipicos: clozapina, olanzapina, riperidona, aripiprazol y muchos otros fueron desarrollados a
partir de los afios setenta y tienen menos tendencia a producir efectos extrapiramidales no
deseados (desordenes del movimiento inducidos por drogas, Remington, 2003). Mientras que
los sintomas positivos son tratados en un grado variable tanto por antipsicéticos tipicos como
atipicos, los sintomas negativos y cognitivos permanecen resistentes al tratamiento con los
antipsicoticos de primera generacion (Nuechterlein et al. 2004; Keefe et al. 2007; Mintz &
Kopelowicz 2007). Consecuentemente, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos
compuestos que sean eficientes para tratar estos sintomas.

Los modelos animales de enfermedades psiquidtricas son herramientas pre-clinicas muy
valiosas para investigar las bases neurobioldgicas de estos desordenes. Ellos ofrecen una

plataforma rdpida para monitorear la progresidon de la enfermedad, la oportunidad de realizar
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analisis invasivos de factores moleculares, estructurales y electrofisioldgicos que subyacen a la

enfermedad y de evaluar nuevas terapéuticas no evaluables en humanos.

Nuestro modelo.

Para testear directamente la hipdtesis de que la hipofuncion en del NMDAR en las
interneuronas GABAérgicas produce fenotipos compatibles con esquizofrenia se desarrollé una
linea de ratones knock-out condicional (llamados en este trabajo KO) de la subunidad NR1 del
NMDAR (Belforte et al. 2010), que es indispensable para su funcionamiento. Se utilizaron
ratones transgénicos de la linea Ppp1r2-Cre 4127 que expresan la proteina Cre bajo el control
del promotor del gen Ppplr2, que se expresa en neuronas GABAérgicas de corteza e
hipocampo. Esta linea fue cruzada con ratones Flox-A que presentan el gen que codifica para la

subunidad NR1 del NMDAR flanqueada por sitios lox-P (ver Figura 14).

Linea cre Linea lox-P
.-F“-\ /‘."Or""'\
e 135‘;»— g
—
—{ D—.— ——
Promotor tejido cre b 4 loxP NR1 loxP
especifico

Doble transgénico

Células GABAérgicas cortico-limbicas Otros tipos celulares y tejidos

: @ Cre

Recombinacion
tejido especifica

—
Ablacion de NR1

Gen objetivo eliminado
Expresion de la subunidad

limitante del receptor NMDA
(NR1) no se ve afectada

Figura I4. Ablacion genética del NMDAR en células GABA¢érgicas del cerebro anterior usando el sistema cre/lox-P.
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El marcado por inmunofluorescencia revelé6 que mds del 85% de las neuronas que
recombinaron contiene PV y la poblacidn restante contiene Reelina. La recombinacién comenzé
a ser detectada en el dia posnatal 7, llegando a una ablacién estable del NMDAR a partir del dia
posnatal 21. La expresién de Cre recombiansa se mantiene restringida a neuronas GABAérgicas
hasta las 18 semanas de edad. Por lo tanto, esta construccién genética permitid la ablacidn
selectiva de la subunidad fundamental del NMDAR en interneuronas del sistema cortico-
limbico, las cuales son principalmente PV+, en los primeros dias posnatales.

Llamativamente, el raton preadolescente (de 28 a 32 dias de edad) no presenta fenotipo
conductual a pesar de carecer de NMDAR funcionales en las interneuronas del sistema cdrtico-
limbico. Luego del transcurso de la adolescencia (luego del dia posnatal 60), vy
consecuentemente con lo observado en humanos, el ratén desarrolla un perfil conductual que
es compatible con la esquizofrenia (Figura 15). Los fenotipos observados en el ratén adulto
engloban los sintomas positivos: agitacién psicomotra y gating sensoriomotor alterado,
negativos: baja tasa de éxito en la reproduccidn por déficits sociales, problemas de construccién
de nido y carencia de conductas destinadas a la busqueda de placer (anhedonia), y cognitivos:
fallas en la memoria de trabajo y en la memoria social a corto término. También, en
consonancia con lo observado en humanos, algunos de los fenotipos KOs son exacerbados por
el estrés, GAD67 y PV se encuentra disminuido en las interneuronas y los antipsicéticos atipicos

revirtieron los mismos sintomas que en los pacientes.
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Figura I5. Nuestro modelo a lo largo del neurodesarrollo.

En ese estudio, se generd ademas un knock-out condicional de NR1 en el cual la ablacién del
NMDAR ocurre después de la adolescencia en las mismas dreas y en los mismos tipos
neuronales que el anterior (Belforte et al. 2010). Estos animales KO adultos no presentaron
ningun fenotipo conductual ni neuroquimico. Este resultado sugiere que existe una interaccién
entre la falta de NMDAR funcionales y el desarrollo postnatal durante la adolescencia que

explicaria el desarrollo de los fenotipos compatibles con esquizofrenia antes descriptos.

El OBJETIVO general de este trabajo es identificar las bases funcionales por las cuales una
alteracién temprana en las interneuronas cortico-limbicas puede desembocar en un cuadro

conductual similar a la esquizofrenia luego de completar el desarrollo durante la adolescencia.
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Dados los antecedentes presentados en relacién a nuestro modelo, esperamos encontrar una
interaccion entre el efecto de la alteracion génica y el desarrollo durante la adolescencia sobre
alguno de los componentes fisioldgicos a estudiar.

Nos concentraremos en el estudio de la mPFC debido a que: 1) esta estructura completa su
desarrollo durante adolescencia, 2) existe evidencia de pacientes que muestra alteraciones en el
funcionamiento de la misma, 3) varias funciones cognitivas alteradas en la esquizofrenia
dependen de la misma.

Objetivos especificos:

1) Establecer el impacto de la ablacion temprana del NMDAR en interneuronas cortico-
limbicas sobre la actividad de las neuronas piramidales e interneuronas de la mPFC antes y
después de completar su desarrollo durante la adolescencia. Para ello realizaremos registros
electrofisiolégicos in vivo utilizando un abordaje que permita obtener informacién fehaciente
sobre la actividad unitaria de neuronas aisladas (single unit) y al mismo tiempo discrimine
piramidales de interneuronas. Esperamos encontrar que el balance excitacién/inhibicién
poblacional se vea alterado en los KO adultos pero no en los juveniles, con un descenso en la
frecuencia media de disparo de las interneuronas debido a la falta del NMDAR y un aumento
consecuente en la frecuencia de disparo de las neuronas piramidales de adultos debido a una
desinhibicion del circuito.

2) Determinar las consecuencias de la eliminacion del NMDAR en interneuronas PV+ sobre la
temporalidad de descarga de las neuronas de la mPFC. Para ello analizaremos en nuestro

modelo animal de esquizofrenia el grado de sincronizacién de las neuronas de la mPFC con un
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ritmo generado localmente (gamma) y uno distal proveniente del hipocampo (theta) evaluando
el enganche de fase de neuronas individualizadas electrofisiolégicamente.

Dado que las interneuronas PV ejercerian un rol en la regulacidon de la temporalidad de las
espigas y determinarian la capacidad de las neuronas piramidales de sincronizarse
correctamente a ritmos locales y distales, especulamos que una alteracion de las mismas
durante la etapa adulta podria impedir la correcta sincronizacién con los ritmos theta y gamma.

3) Dilucidar si la manipulacién de los NMDAR que resulta en un cuadro conductual compatible
con la esquizofrenia se correlaciona con cambios en la conectividad funcional de la via
hipocampo-prefrontal a lo largo del desarrollo. Para ello analizaremos ratones control y
mutantes, antes y después de completar el desarrollo postnatal en la adolescencia midiendo la
respuesta evocada en la mPFC frente a la estimulacién eléctrica del hipocampo ventral (vHP).
Hipotetizamos que el modelo animal tendrd en su etapa adulta un correlato con lo observado
en humanos para la etapa y presentara una conectividad funcional disminuida.

4) Esclarecer el estado de la plasticidad de la via hipocampo-prefrontal en los ratones carentes
de NMDAR en interneuronas cortico-limbicas. Existe evidencia que sugiere que el mecanismo
de depresidén a largo término (LTD, por sus siglas en inglés Long Term Depression) se encuentra
aumentado en la mPFC durante la adolescencia y que este podria subyacer la maduracién de
dicha estructura mediante el podado de entradas sindpticas durante esta etapa (Selemon 2013).
Un mecanismo de LTD alterado durante el periodo adolescente en los animales KO podria
explicar posibles cambios en la conectividad funcional entre estas estructuras en la adultez.
Utilizaremos protocolos para inducir cambios pldsticos en la via evaluando la susceptibilidad de

la misma a sufrir modificaciones en la conectividad funcional .
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MATERIALES Y METODOS

Declaracidn ética: todos los procedimientos experimentales fueron realizados acorde con la
regulacidon de instituciones (Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de la Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires) y del gobierno (SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria, RS617/2002, Argentina). Este estudio fue especificamente aprobado
por el Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de la Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires (RS2964/2010) Se realizaron todos los esfuerzos posibles para minimizar el
nuimero de animales utilizados y su sufrimiento. Todas las cirugias se realizaron bajo anestesia.
Todos los animales fueron mantenidos en un ciclo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad, a
temperatura constante (21-242C) con acceso libre a comida y agua en el bioterio del IFIBIO bajo

cuidado de personal capacitado.

Modelo experimental y genotipado.

La adolescencia en los ratones se extiende desde aproximadamente el dia posnatal 35 al 55, y
generalmente se considera adultos jévenes a los ratones de alrededor de dos meses de edad
(Spear 2000). Para los experimentos, se utilizaron ratones macho juveniles (28 a 31 dias de
edad) y adultos (3 a 4 meses). Se utilizé una linea transgénica en la que la expresion de la
proteina Cre recombinasa estd regulada por el promotor de Ppplr2 , que se expresa en
fundamentalmente en neuronas GABAérgicas de corteza e hipocampo

https://www.jax.org/strain/012686, (Belforte et al. 2010). La recombinaciéon en esta linea

Pppl1r2-Cre ocurre durante el desarrollo posnatal temprano (se detecta en corteza e hipocampo
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alrededor del dia postnatal 7) en el 45%-50% de las células GABAérgicas, la mayoria de las
cuales son PV+ (85-95% segun la region) (Belforte et al. 2010). La recombinacion alcanza su
maximo para la tercer semana de vida postnatal y permanece estable hasta la semana 18-20.
Para restringir la ablacion del NMDAR a las neuronas GABAérgicas que expresan Cre
recombinasa, los ratones Ppplr2-Cre fueron cruzados con la linea FYL1 NR1'*/® (NR1 flox),
gue presenta la subunidad NR1 del receptor glutamatérgico de tipo NMDA, , flanqueada por
sitios loxP (Dang et al. 2006). Esta subunidad es indispensable para el funcionamiento del
receptor, por lo cual la ablacién de este gen resulta en la pérdida de funcidn de dicho receptor.
La ablacidn del gen se logra de manera Cre dependiente exclusivamente en aquellas neuronas
gue expresen la enzima Cre recombinasa (Figura 14). Los animales experimentales se generaron
mediante la cruza de ratones NR1'>"'%® ppp1r2-Cre”” y NR1“?'*® ppp1r2-Cre” (NR1 flox),
para las que se utilizaron sélo los ratones provenientes de las primeras dos camadas de
progenie, ya que la tasa de apareo de los parentales disminuye en los KOs debido al desarrollo
del fenotipo conductual (Belforte et al. 2010). De la descendencia obtenida, los animales
NR1"/*® ppn1r2-Cre” son los llamados KO, que presentan la ablacién de la subunidad NR1 del
NMDAR, mientras que sus hermanos NR1'™?'*® ppp1r2-Cre”” (NR1 flox) fueron utilizados como
control (ver Figura 14). Las crias fueron sexadas y se las utilizd tanto para realizar experimentos
(sélo machos) como para perpetuar la linea (machos y hembras). Los animales experimentales
fueron destetados en el dia postnatal 21-22 para evitar variabilidades inducidas por el tiempo
de vida fuera del cuidado parental. Luego del destete, se tomé para cada uno de ellos una
muestra de tejido de aproximadamente 3-5mm de la punta de la cola (con excepcion de los

animales sometidos a experimentos electrofisiolégicos en etapa juvenil, en cuyo caso la muestra
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fue tomada luego de los experimentos con el fin de minimizar el efecto estresor causado por la
obtencién de la biopsia) utilizando un cauterizador para minimizar el sangrado luego del corte.
Estas muestras fueron sometidas a un protocolo de purificacion del ADN por digestion del tejido
con Proteinasa Ky precipitacién con isopropanol como se describe en el anexo (Protocolo 1). El
ADN purificado de esta manera fue sometido Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
utilizando primers especificos para Cre y NR1 floxeado (Protocolo 1 del Anexo). Los productos
de la PCR fueron separados en geles de agarosa siguiendo procedimientos estdndar (Protocolo 2
del Anexo) y el genotipo de las crias fue identificado a partir del patrén de expresién de bandas

de las muestras. Un ejemplo representativo de dichos geles se presenta en la Figura MyM1.

Figura MyM1. Ejemplos representativos de geles de agarosa mostrando el patrén de bandas de las
PCRs realizadas en este trabajo. Cada calle corresponde a un animal genotipado. A. PCR de flox.
La flecha roja indica un animal heterocigota para flox NR1*™, B, PCR de Cre. Las calles con
dos bandas corresponden a animales Cre””, y aquellas con una tunica banda corresponden a
animales control Cre™",

Experimentos electrofisioldgicos.
ANESTESIA Y CIRUGIA.

Tanto los animales juveniles como los adultos fueron anestesiados con una solucién de

uretano (SIGMA U2500) a una concentracién de 75mg/ml en solucidn fisioldgica mediante
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inyeccion intraperitoneal. La dosis inicial aplicada fue de 1,35g/kg de ratén. Los animales
fueron montados en un marco estereotaxico y su temperatura corporal fue mantenida
entre 36 y 37°C mediante una manta térmica servo-controlada (Fine Science Tools,
Vancouver, Canada). Se utilizé clorhidrato de bupivacaina al 5% pv, s.c. como anestésico
local en los sitios de presion. Durante el transcurso del experimento se monitored el nivel
de anestesia mediante la actividad del electrocorticograma (ECoG) y evaluando la respuesta
refleja a un estimulo aplicado sobre la almohadilla plantar. El plano de anestesia fue
regulado de manera de promover los periodos de desincronizacion espontanea que fueron
utilizados en el analisis. Cuando el plano de anestesia no era el apropiado, se administraron
dosis de refuerzo de uretano (0.1 - 0.2 g/kg intraperitoneal cada 1 hora aproximadamente).
Los animales anestesiados fueron sometidos a una craneotomia y los electrodos fueron

implantados utilizando las siguientes coordenadas:

mPFC: anteroposterior: +1.9 mm; lateral: 0.5 mm; vertical: 3.3 mm midiendo desde la altura
del craneo en el caso de los experimentos de conectividad funcional y plasticidad. En los
experimentos con tetrodos, la posicidn inicial fue de 1 mm medido desde la superficie
cortical, y se fue descendiendo en el electrodo como se explica en el protocolo. Se utiliz6 un

angulo de 102 en el plano coronal.

vHP: anteroposterior: -3 mm; lateral: 2.8 mm; vertical: 3.7 mm midiendo desde la altura del

craneo, con un angulo de 102 en el plano coronal.

Corteza Motora (CxM): anteroposterior: +1.9 mm; lateral: 1.4 mm contralateral al electrodo

ubicado en mPFC; con un dngulo de -102 en el plano coronal.
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EXPERIMENTOS UTILIZANDO TETRODOS.

Este tipo de registros no habian sido llevados a cabo en nuestro laboratorio y parte de mi
tarea consistid en la puesta a punto de los mismos, tanto en lo concerniente a la fabricacion

como al analisis de los resultados obtenidos con los mismos.

Electrodos y protocolos de registro.

Se utilizd un arreglo conteniendo 3 tetrodos, este arreglo fue fabricado en nuestro laboratorio
como se describe en el anexo (Protocolo 3). Luego de la fabricacién, las puntas de los tetrodos
fueron recubiertas mediante microelectroplateado con una pelicula de oro para disminuir su
impedancia hasta alcanzar los niveles dptimos para el registro (entre 200 y 500 KQ) como se
explica en el anexo. Se implantd el arreglo en la mPFC para medir la actividad espontanea de
neuronas individuales. Para medir la oscilacién del LFP cortical, requerida para la determinacién
del estado de anestesia y los andlisis de enganche de fase, se implantaron electrodos bipolares
en la CxM y en el vHP (SNE-100, Better Hospital Equipment, EEUU; didmetro del contacto
externo 0,25 mm, didmetro del contacto interno 0,1 mm, separacidén entre contactos 0,75 mm,
exposicién de cada contacto 0,25 mm). Las sefiales provenientes de los electrodos implantados
en el vHP y en la CxM fueron utilizadas para controlar el plano de anestesia y para clasificar los
periodos de desincronizaciones, como se explicara mas adelante.

La sefial de los electrodos bipolares en estos experimentos junto con la de los tetrodos fue
amplificada, filtrada (filtro pasa altos en 0.5Hz) y digitalizada (25kHz) utilizando un amplificador

diferencial de alta impedancia de entrada (RHA2000-EVAL board Intan Technologies). Se utilizé
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el programa de INTAN (Intan Technologies interface software) para la visualizacién online del
registro.

Protocolo: una vez implantados los electrodos, se dejé estabilizar el tejido por 30 minutos.
Luego de este periodo se registré la actividad espontdnea en mPFC, vHP y CxM durante 30
minutos. Se descendio el arreglo de 300 a 500 um utilizando un micromanipulador hidraulico
procurando maximizar la amplitud de las espigas de las neuronas presentes en la zona a
registrar y se dejo estabilizar el tejido por 20 minutos, luego de los cuales se registrd
nuevamente la actividad espontanea durante 30 minutos. Este procedimiento se repitié hasta
alcanzar los 3 mm de profundidad desde la superficie cortical o hasta que dejaron de observarse
espigas en el tetrodo, registrando de esta manera de 5 a 6 posiciones a lo largo de toda la mPFC.
Luego de terminado el registro, se realizd un test de impedancia para todos los electrodos para
cerciorarse de que la misma fue la adecuada durante el experimento. Al finalizar los registros los
animales fueron sacrificados y su cerebro procesado como se indica mds adelante.

Tetrode

F “

Figura MyM2. Area de registro de
un tetrodo. Un tetrodo implantado
en la corteza registra la actividad de
neuronas en un radio de 140um
(radio celeste). Debido a que la
calidad de aislamiento de unidades
varia en funcién de la distancia
desde el electrodo, las unidades
singulares (provenientes de una
| , unica neurona) pueden obtenerse en
(| un rango menor de
| aproximadamente  50um (radio
gris). La distancia entre las puntas
de cada alambre y una neurona
piramidal (triangulo) estd indicada
con flechas rojas. Extraido de
(Buzsaki, 2004).

Debbie Maizeks

LJ



Anadlisis de los registros.

Los tetrodos presentan baja impedancia, por lo que son utilizados para detectar espigas de las
neuronas circundantes a una distancia 6ptima de aproximadamente 100um (Figura MyM2). Los
tetrodos utilizan cuatro alambres enrollados sobre si mismos, de manera que sus puntas se
encuentran muy proximas entre si, por lo que reciben sefales ligeramente distintas de una
misma neurona aledafia (Figura MyM2).

Esta variabilidad en la sefial registrada por cada alambre de un tetrodo permite distinguir con
alto grado de diferenciacion cudles de todas las espigas registradas por cada uno de los
alambres corresponde a una neurona unica (Figura MyM3). Debido a que la amplitud de la sefial
registrada depende de la distancia entre la neurona y la punta del alambre, las sefiales
empiezan a ser menos diferenciables entre si cuando provienen de neuronas que se encuentran
en el campo lejano.

Para identificacion de las espigas provenientes de cada neurona utilizamos el paquete de
analisis Klusters, NeuroScope, NDManager desarrollado en el laboratorio Buzsaki (Hazan et al.
2006).

A modo de resumen de la metodologia utilizada: los archivos fueron convertidos a un formato
compatible con los programas a utilizar, luego fueron concatenados y filtrados. Para extraer las
espigas provenientes del registro realizado con los tetrodos se utilizé un filtro digital (filtro de la
mediana con un ancho medio de la ventana de 2,4ms). Para los registros de LFP se sub-

muestred a 1250 Hz y se filtrd offline (Hanning, 0,5 a 100Hz).

53



Cable del tetrodo
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Figura MyM3 La tecnologia del tetrodo permite identificacién de espigas de neuronas individuales
mediante comparacion de la sefial registrada por cada alambre. Las puntas de los tetrodos se
encuentran proximas entre si, permitiendo el solapamiento de las areas de registro de cada una de ellas.
Las asimetrias en las seflales registradas permiten la clasificacion. La punta 2 se encuentra equidistante
de las neuronas 1 y 2, y las sefiales de ambas células parecen idénticas (trazo amarillo). Con el analisis
de las puntas 1 y 3, cada una de las cuales se encuentra asimétricamente colocada con respecto a las
dos células, los disparos de ambas pueden ser diferenciados. El trazo azul muestra las espigas de una
neurona, el trazo verde los de la otra. Sin el analisis de al menos uno de los otros trazos, las espigas
registradas en el trazo amarillo hubieran sido erréneamente atribuidas a una tinica neurona. Extraido
de (Pezaris, J. S., Sahani, M., and Andersen 1996).

Clasificacion de las espigas.

Sobre los registros provenientes de los tetrodos, los canales fueron agrupados en 3 grupos de 4
(los 4 alambres provenientes de cada uno de los 3 tetrodos utilizados). Se establecié un umbral
de voltaje de 40uV que fue el mismo para todos los experimentos realizados. Se adquirié una
ventana de tiempo circundante (1.6 ms) a cada uno de los puntos en los que la sefial cruzé el
umbral siguiendo un método ya publicado (Hazan et al. 2006). Las sefiales dentro de cada una
de estas ventanas fueron consideradas espigas putativas. Sobre ellas se realizé el analisis de los
componentes principales, que consta de un algoritmo que clasifica a cada una de las espigas

putativas de acuerdo a 12 pardmetros (3 para cada uno de los 4 alambres del tetrodo),
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escogidos por el programa, que mejor definen las curvas. Valiéndose de estos componentes se
definieron agrupaciones multidimensionales de conjuntos de espigas con un patron de
distribucidn definido que llamaremos clusters y que contienen todas las espigas asignadas a una
Unica neurona. Esta clasificacion fue realizada por un algoritmo del programa bajo supervisién
humana (Figura MyM4). Basandonos en la forma de las autocorrelaciones de cada uno de los
clusters se pudo determinar, utilizando el periodo refractario, que todas las espigas fueran
provenientes de una Unica neurona. Ademas, se utilizé la matriz de error, una representacion
grafica de la medida estadistica de similitud entre clusters como guia para evitar la
sobreparticion de los mismos. Sélo fueron utilizados en el anadlisis posterior los clusters
correspondientes a neuronas Unicas, y aquellos contaminados con dos o mas neuronas fueron

descartados.

Clasificacion en interneuronas o células piramidales.

La forma de la espiga puede utilizarse para clasificar las unidades aisladas en posible neuronas
piramidales e interneuronas basandose en diferencias relativas en la duracidn y cinética de sus
fases. Se utilizaron parametros previamente descriptos ya utilizados en el laboratorio (de
Almeida et al. 2013) concernientes a la forma de la espiga para la clasificacion, como se detalla
en Resultados (Figura R3). Si bien la clasificacion es eficiente, el termino correcto para los
subgrupos seria interneuronas electrofisiolégicamente definidas y células piramidales
electrofisiolégicamente definidas, por simplicidad nos referiremos de ahora en adelante a las
mismas como interneuronas y células piramidales. No existen estudios con tetrodos que

permitan conocer con exactitud qué subtipos de interneuronas son las que pueden identificarse
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por este método, si bien se acepta que se trataria mayoritariamente de interneuronas fast

spiking dada la cinética de su potencial de accién observada en registros intracelulares in vivo.

Componente principal 1

Componente principal 2

Figura MyM4. Ejemplo del
procedimiento de clasificacion
de espigas. En la parte superior
se muestran todas las espigas
(cada uno de los puntos) Matriz de

registradas por un tetrodo a una CLEETITIEEE

aal 3

Autocorrelogramas

altura determinada de la mPFC, graficadas en funcion de 2 de los 13 parametros seleccionados
automaticamente por el programa que mejor discrimina las espigas, abajo se muestra la matriz de
discriminacion, que asigna un codigo de color al grado de semejanza entre dos clusters (colores mas
calidos indican mayor semejanza) junto con autocorrelogramas de neuronas representativas de cada
instancia de clasificacion. A. Las espigas atin no han sido clasificadas, por lo que se muestran de un color
unico y el autocorrelograma de esas espigas no muestra periodo refractario. B. Clasificacion automatica de
las espigas realizada por el programa. Se observan los distintos clusters coloreados. La matriz de
discriminacion muestra una proporcion considerable de colores célidos indicando la falta de depuracion.
Los autocorrelogramas de las neuronas presentan actividad en la zona del periodo refractario. C.
Clasificacion final luego de la depuracion hecha por el usuario. Se observan menos cantidad de neuronas,
presencia de colores frios en la matriz de discriminacion y los autocorrelogramas presentan un claro
periodo refractario.

Clasificacion de los periodos de registro en periodos de sincronizacién y periodos de
desincronizacién.

Bajo anestesia con uretano la actividad cortical transiciona entre dos estados, uno con ondas
delta sincronizadas de gran amplitud similar al suefio de onda lenta y otro
electrofisiolégicamente asociado al estado de vigila y al REM (estado desincronizado, ver
Introduccion). Para aislar los segmentos de actividad desincronizada se utilizé un programa
escrito en Labview 8.5 desarrollado ad hoc en el laboratorio. Se utilizd el analisis por

transformada de Fourier (en inglés, FFT) y se graficd la potencia del ritmo theta en el LFP
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hipocampal (3-6Hz) y la potencia del ritmo delta en el ECoG (0,5-2Hz) a lo largo del tiempo
durante todo el registro. Se realizé un cociente punto a punto de las dos potencias y se graficé
dicho cociente. Se aplic6 un umbral establecido a partir de la inspeccidn preliminar de
segmentos ya caracterizados y se empled dicho umbral para todas las sesiones de andlisis sobre
el gréfico de cociente obtenido. Los periodos durante los cuales el cociente sobrepasé dicho
umbral fueron clasificados como periodos de desincronizacién, lo cual fue confirmado mediante
inspecciéon de los FFTs.

Una vez clasificadas las espigas y obtenidos los tiempos de ocurrencia de las mismas, estos
datos fueron cargados en el programa Neuroexplorer (Nex Technologies, USA) junto con los
periodos clasificados como de desincronizacién. La frecuencia media de disparo durante los
periodos de desincronizacién y la frecuencia de disparo en funcién de la fase de las ondas theta

y gamma fue obtenida utilizando este programa.

Andlisis de enganche de fase con ondas (phase locking).

Todo el analisis se realizé con las espigas ocurridas en los periodos desincronizados utilizando el
programa Oriana (Oriana version 4, Kovach Computing Services) para la estadistica circular y la
confeccién de las rosetas de fase. Sélo se utilizaron para este andlisis las neuronas que
presentaron mas de 50 espigas en los periodos desincronizados, ya que las neuronas con pocas
espigas pueden arrojar falsos positivos en estos analisis estadisticos. Se realizé el test de
circularidad de Rayleigh sobre cada neurona y se clasific6 como neuronas "sincronizadas" o
"enganchadas" aquellas que presentaron una probabilidad de Rayleigh menor a 0,05; es decir,

aquellas cuya distribucién de frecuencias no sigue una distribucion circular uniforme. Para medir
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el grado de sincronizacion de las neuronas piramidales y las interneuronas con los ritmos theta
hipocampal y gamma cortical se realizaron rosetas de todas las neuronas previamente
clasificadas como "sincronizadas" comprandolas con cada uno de estos ritmos (ver Figura R6).
Se cuantificé el médulo resultante de la sumatoria vectorial de las frecuencias de disparo para
cada fase de la onda y se promediaron dichos mddulos para todos los grupos experimentales.
Para ello se utilizé una rutina en Matlab escrita en el laboratorio por la investigadora Camila

Zold.

EXPERIMENTOS MIDIENDO CONECTIVIDAD FUNCIONAL Y PLASTICIDAD DE LA VIA vHP-

mPFC.

Electrodos y protocolos de registro.

Se implanté un electrodo en configuracién monopolar (SNE-100, Better Hospital
Equipment, EEUU) en la mPFC para registrar la respuesta de LFP evocada por la
estimulacién hipocampal, otro de iguales caracteristicas pero con conexion bipolar en el
vHP para estimularlo y un tercero de iguales caracteristicas en CxM para controlar el plano
de anestesia. La sefial de los electrodos bipolares en los experimentos de conectividad
funcional y plasticidad fue adquirida mediante un amplificador diferencial Akonic LAB1

(Akonic, Argentina) y amplificada, filtrada (1Hz-3kHz) y digitalizada (20kHz).

Protocolo: Una vez posicionados los electrodos, se dejd estabilizar el tejido 30 minutos.
Para construir la curva intensidad-respuesta se realiz6 un protocolo de pulsos simples de
estimulacién de 100us de duracién en el vHP cada 20s en un rango creciente de

estimulacién de 50uA a 800uA, aplicando 10 pulsos para cada una de las intensidades y se
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midié la amplitud de la respuesta evocada en la mPFC luego de cada estimulacion. El
analisis de los datos se explica mas adelante. Posteriormente se realizaron en algunos casos
protocolos de estimulacién a baja frecuencia (LFS, por sus siglas en inglés, Low Frequency
Stimulation) para inducir plasticidad utilizando la intensidad de corriente que evocé el 80%
de la respuesta maxima obtenida en esa posicién durante la construccién de la curva
intensidad-respuesta. Se aplicaron pulsos test cada 20 s durante 30 min para establecer la
linea de base. A continuacion se aplicaron 1500 trenes de LFS (5 pulsos de 100us a 250Hz) a
1Hz para inducir LTD, segun el protocolo desarrollado en nuestro laboratorio (ver Figura
R12). Posteriormente se midio la respuesta evocada por pulsos test de manera idéntica a lo

realizado para la linea de base por 30 min.

Este protocolo para inducir LTD fue repetido 4 veces a manera de protocolo de saturacion a
lo largo del experimento para evaluar el piso y la dindmica de depotenciacién de la
respuesta. La magnitud de la respuesta fue evaluada mediante pulsos test antes y después
de cada protocolo (Figura MyM5). Al finalizar los registros los animales fueron sacrificados y

su cerebro procesado como se indica mas adelante.

POSICIONAMIENTO

DE ELECTRODOS CURVA IR LFS LFS LFS LFS
REPOSO PULSOS TEST PULSOS TEST PULSOS TEST PULSOS TEST PULSOS TEST
30 min 18 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min

Figura MyMS5. Esquema del protocolo utilizado para los experimentos midiendo conectividad funcional y
plasticidad de la via vHP-mPFC.
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Anadlisis de los registros.

La amplitud de la respuesta evocada en la mPFC fue medida utilizando el pCamp (The Clampfit
10 Data Analysis Module Axon TM). Se aplicé un filtro offline digital pasa-alto en 5Hz y otro
pasa-bajo a 600Hz (ambos Bessel de 8 polos). Luego se midié la amplitud pico a pico de la
respuesta como se indica en resultados. Los analisis posteriores y los graficos fueron realizados
en Excell (Microsoft Office 2010).

En los experimentos de conectividad funcional se promediaron para cada animal las 10
respuestas registradas para cada intensidad. La respuesta media para cada intensidad fue
obtenida como el promedio de todos los animales de cada grupo experimental.

En los experimentos de plasticidad los valores individuales fueron normalizados al valor medio
de la linea de base. Luego, cada respuesta evocada fue promediada cada 6 minutos (18
muestras). Los datos fueron expresados como porcentaje de la linea de base por experimento.
Los valores individuales de cada animal fueron promediados en cada uno de los grupos

experimentales.

Estadistica.

Se utilizaron los programas Statistica (StatSoft Ltd.) y/o Prism 6 (GraphPad Software). En todos
los casos, los datos son expresados como la media = SEM. Se utilizaron Andlisis de la Varianza
(ANOVA) de dos vias y se realizo el test post hoc Newman Keuls cuando fue necesario. Para
evaluar el porcentaje de neuronas enganchadas con ritmos se utilizaron tests de Chi%. Para
comparaciéon de las curvas IR se utilizd el ajuste por cuadrados minimos a la Sigmoidal de

Boltzmann, seguida de un ANOVA de medidas repetidas para medir significancia.
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Histologia post-mortem para comprobar la posicion de los electrodos.

Una vez finalizado cada experimento se extrajo el cerebro de los animales y se lo colocé en una
solucién de paraformaldehido 4% en buffer PBS pH7.4 a 4°C durante mas de un dia.
Transcurrido ese tiempo los cerebros fueron lavados en PBS, criopreservados en 30% sacarosa
en PBS y seccionados en rodajas de 50um de espesor con un micrétomo Leica SM2010R con
platina refrigerada y montados en portaobjetos. Los cortes montados fueron sometidos
posteriormente a un protocolo de tincién de Nissl con Safranina “O” como se explica en el
anexo (Protocolo 4) para mejor visualizacién de los trazos y las estructuras cerebrales. La
posicion de los electrodos en los cortes fue reconstruida (Figura MyM®6) siguiendo el atlas de

cerebro de ratén C57BL/6J (K. Franklin 2012).

Figura MyM6. Ejemplo de cortes de cerebro tefiidos con
Safranina “o0” (arriba) mostrando la posicion de los
electrodos y la reconstruccion realizada (abajo) utilizando el
atlas del cerebro de raton. Las lineas llenas muestran el trazo
dejado en cada corte y las punteadas la extension total del
trazo a lo largo de todos los cortes. A. Cortes seriados
realizados cada 50pum mostrando los trazos dejados por el
arreglo de tetrodos implantado en la mPFC. Las flechas
negra y verde indican los trazos de los dos tetrodos
encontrados. Dada la configuracion del arreglo, el tercer
tetrodo quedé muy anterior en la mPFC y no se observa. B.
Cortes mostrando la posicion del electrodo de registro
(izquierda) y del electrodo de estimulacion (derecha).
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RESULTADOS

El modelo de esquizofrenia utilizado en nuestro laboratorio requiere de la interaccién de la
mutacién con algin componente del desarrollo durante la adolescencia para la aparicién de los
fenotipos conductuales. Si bien tanto los animales juveniles como los adultos carecen de
receptores glutamatérgicos de tipo NMDA funcionales en la mayoria de las interneuronas PV+
del sistema cortico-limbico, sélo estos ultimos presentan fenotipos compatibles con
esquizofrenia. Para dilucidar por qué los fenotipos aparecen Unicamente luego del transcurso de
la adolescencia, se dividié a los ratones en juveniles (28 a 31 dias de edad) y adultos (3 a 4
meses de edad), se los anestesid con uretano y se los colocé en el marco estereotdxico para
evaluar distintos parametros electrofisioldgicos in vivo bajo la hipdtesis de que la interaccién
entre el genotipo y el transcurso de la adolescencia produce cambios en el sistema que pueden
explicar la aparicion de los fenotipos conductuales. Para los objetivos 1 y 2, que involucran
registros de la actividad de neuronas individuales, se realizaron registros de actividad unitaria in
vivo mediante tetrodos. La ablacién del NMDAR se lleva a cabo Unicamente en las
interneuronas, por lo que se evalué por un lado como se encuentran los pardmetros
electrofisiolégicos medidos en las mismas en los animales KO y, por el otro, cémo impacta la
alteracion en el otro tipo principal de neurona cortical, las células piramidales. La verificacion
histologica realizada luego de cada experimento permitid seleccionar para el andlisis
exclusivamente aquellos casos en que la ubicacion de los tetrodos y los electrodos bipolares

utilizados para registrar el LFP correspondia con los lugares esperados (Figura R1).
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Figura R1. Posicion de los electrodos en los experimentos con tetrodos. A. Izquierda. Tincién de Nissl de un
corte coronal de cerebro de raton mostrando el trazo dejado por un tetrodo colocado en la mPFC. Derecha.
Esquema del corte mostrando la posicion en la que se implantaron los tetrodos y los trazos dejados por los
tetrodos en todos los experimentos realizados. Sombreado amarillo: mPFC, las lineas corresponden al trayecto
de los tetrodos desde la posicion aproximada de inicio de registro hasta la posicion en la que se dejo de
registrar. B: Posicion del electrodo con respecto a Bregma. B. Esquema mostrando la posicion del electrodo
bipolar implantado en el vHP y el electrodo bipolar implantado en corteza motora.

Aguellos experimentos en los que la posicién de los electrodos no fue la correcta fueron
excluidos del andlisis que se presenta a continuacidn. Para el caso particular de los tetrodos, con
los que se realizé un muestreo en distintas posiciones dentro de la mPFC, si una o mas alturas
de registro no correspondia a la mPFC estas fueron descartadas para el andlisis, manteniendo
Unicamente los sitios en las que se registro la actividad neuronal dentro de la mPFC.

El andlisis utilizando el software desarrollado por el laboratorio de Buzsaki (Hazan et al. 2006)
nos permitié clasificar las espigas registradas por los tetrodos y asignarlas a cada una de las
unidades aisladas (single unit, Figura R2a). Para ello debian satisfacer el criterio de presentar un
periodo refractario (frecuencia menor a la esperada por el azar por al menos 2 ms luego de la

espiga) como se observa en los autocorrelogramas representativos en la Figura R2b.
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Figura R2. Clasificacion de espigas registradas por un tetrodo a una altura determinada en un experimento
ejemplo. A. Clusters (nubes de puntos de un mismo color) correspondientes a todos los disparos de una
misma neurona a lo largo del registro. Cada cuadro muestra el mismo conjunto de neuronas graficadas en
funcion de los distintos pardmetros que mejor definen la forma de la espiga. Los circulos blancos destacan
dos clusters (celeste y magenta) que aparecen juntos en los primeros siete graficos pero que se separan al
utilizar los parametros que corresponden al ultimo grafico, permitiendo de esta manera definirlos como dos
unidades diferentes. B. Arriba. Forma promedio de las espigas de cada una de las neuronas separadas en el
punto A. Abajo. Autocorrelogramas de cada una de las neuronas separadas en el punto A mostrando un claro
periodo refractario.

Por otro lado, la utilizacion de los parametros A y B (Figura R3a), concernientes a la forma de la
espiga, resultd eficiente a la hora de permitir diferenciar los clusters provenientes de las células
piramidales de aquellas provenientes de las interneuronas, como ya se habia sido descrito
previamente (Bartho et al. 2004). La Figura R3b muestra la aparicién de dos grupos bien
definidos al graficar los valores de estos dos parametros para cada una de las unidades
individualizadas en el analisis de clusters. Esto permitié clasificar las unidades en posibles
interneuronas y piramidales como hiciéramos anteriormente (de Almeida et al. 2013). Los casos

intermedios entre estos dos grupos fueron verificados caso a caso valiéndonos de otros
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parametros electrofisioldgicos relativos a la forma de las espigas de cada uno de los tipos
neuronales (Belforte et al. 2010). Consecuentemente, la forma de la espiga de promedio de las
interneuronas es de menor duracién que la de las piramidales y presenta una repolarizacién con

pendiente decreciente (Figura R3a)
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Figura R3. Clasificacion en interneuronas y piramidales de las unidades registradas. A. Ejemplo de la
forma promedio de las espigas de una neurona piramidal (azul) y una interneurona (verde) representativas,
indicando los parametros A y B que fueron utilizados para la clasificacion de las mismas. B. Graficos
representando la parametrizacioén de la forma promedio de cada una de las neuronas registradas en todos
los experimentos utilizando los pardmetros A y B. Tanto en juveniles como en adultos se observan dos
poblaciones distintas que corresponden a los dos tipos neuronales. No se observaron diferencias
ostensibles entre los grupos obtenidos de los animales controles y KO (circulos vs tridngulos). N de
neuronas piramidales de animales juveniles = 283 -605 neuronas de 7-11 animales, N de interneuronas de
animales juveniles = 26 -44 neuronas de 7-11 animales, N de neuronas piramidales de animales adultos =
259 -319 neuronas de 6 animales, N de interneuronas de animales adultos = 37 - 41 neuronas de 6
animales.

Para cada altura en la mPFC de cada uno de los animales utilizados para estos experimentos se
registraron al menos 30 minutos de actividad espontanea. La utilizacién de uretano como
anestésico predispone, como ya se menciond, la aparicion de al menos dos estados de
sincronizacién cortical diferentes. Como se esperaba, el patrén de actividad del ECoG presento,
durante buena parte del registro, ondas lentas de 0.5-2Hz, de gran amplitud con actividad

unitaria sincrénica correspondientes al ritmo delta con baja presencia de ritmo theta
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hipocampal. Este patron se veia interrumpido por segmentos de actividad cortical
desincronizada con presencia de un ritmo theta en el vHP (Figura R4) y predominio de
oscilaciones de alta frecuencia. Las sefiales de LFP del vHP y de la corteza motora fueron
utilizadas para clasificar dichos segmentos de actividad sincronizada y desincronizada como se
explica en Materiales y Métodos. Se obtuvieron ventanas temporales con actividad
desincronizada espontdnea en el 91,3% de los casos, registrandose actividad neuronal en todos
estos segmentos. La duracion promedio de los segmentos desincronizados en animales juveniles
fue de 160,5 s en controles y 396,9 s en KOs, mientras que en animales adultos fue de 284,3 s
en controles y 499,2 en KOs, tiempos en todos los casos suficientes para realizar una correcta
estimacién de la frecuencia media y el enganche de fase.

Se observé que el patrén de actividad de las neuronas fluctuaba dependiendo del estado de de
actividad cortical en el que se encuentra el animal. Mientras que las neuronas presentan un
patrén de espigas estereotipado durante el estadio sincronizado, con espigas concentradas en la
fase superior de la onda delta, durante los estadios desincronizados las espigas se enganchan
temporariamente con el ritmo local gamma y forman ensambles transitorios entre pares de
unidades (Figura R4). Todo nuestro andlisis sobre la actividad neuronal registrada mediante
tetrodos se realizé durante las ventanas temporales de actividad desincronizada, ya que este
estadio se asemeja mas al estado funcional de la corteza durante la vigilia. Adema3s, las ondas
theta y gamma, que son de relevancia en el trabajo, se encuentran presentes de manera mas

marcada en este estadio.
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Figura R4. Ejemplo representativo del registro electrofisiolégico junto con parte del andlisis
realizado. Se muestran los trazos electrofisiolégicos crudos para 60 segundos de registro. En esta
ventana temporal puede observarse una transicion espontanea de estado, en la cual el animal pas6 de
un estado sincronizado inicial a un estado desincronizado. Arriba. Momentos de ocurrencia de las
espigas de 13 neuronas extraidas de los 3 tetrodos implantados en la mPFC, 12 de ellas piramidales y
una interneurona. Cada fila muestra la actividad de una de estas neuronas a lo largo del tiempo, cada
barra vertical representa la ocurrencia de una espiga (raster plot). Centro. Registros de LFP realizados
con los electros bipolares en la corteza motora contralateral y en el hipocampo ventral,
respectivamente. En la ampliacion pueden verse en detalle las ondas theta, de 4Hz de frecuencia que
predominan durante la desincronizacion. Abajo. Espectros de potencia de cada una de las bandas del
registro cortical e hipocampal a lo largo del tiempo para este ejemplo, en las cuales se observa el
claro dominio de la banda frecuencial delta en la corteza durante el estadio sincronizado (con
ausencia casi completa de oscilacion theta hipocampal) y el desarrollo de la oscilacion theta en el
hipocampo durante la desincronizacion.

La frecuencia media de disparo de las neuronas de la mPFC se encuentra

aumentada en los animales KO tanto juveniles como adultos.

Como hemos visto, la regulacion de la actividad de las neuronas piramidales es una de las
funciones principales de las interneuronas corticales. En relacién al objetivo especifico nimero 1

evaluamos la actividad espontdnea de unidades electrofisiolégicamente aisladas registradas

67



extracelularmente en la mPFC en animales KO y controles, tomando como pardmetro de
actividad la frecuencia media de disparo . Se registro la actividad de un total de 1458 neuronas,
de las cuales un 9,4% fueron interneuronas y el resto células piramidales. Se obtuvieron en
promedio 5,23 neuronas por tetrodo que cumplieron con los criterios de clasificacién en
animales juveniles y 5,98 neuronas en animales adultos. En animales juveniles se registraron un
total de 785 células piramidales (539 en controles y 246 en KOs de 7-11 animales por genotipo)
y 536 en adultos (294 en controles y 242 en KOs a partir de 6 animales por genotipo). Para el
caso de las interneuronas, se registraron un total de 62 células en juveniles (40 en controles y 22
en KOs 7-11 de animales por grupo) y 75 en adultos (36 en controles y 39 en KOs de 6 animales).
En el andlisis global de la distribucion de frecuencias se observé un corrimiento en las
frecuencias de disparo hacia valores mas altos en los animales KO, tanto juveniles como adultos
(Figura R5a). Ademads, el analisis mostré un aumento, para ambos tipos neuronales, en la
frecuencia media de disparo en los animales KO en relacién a los controles (Figura R5b), sin que
el andlisis estadistico indique una interaccion significativa entre el desarrollo y la manipulacion
génica.

Estos resultados muestran que el aumento en la frecuencia de disparo viene dado por la
ablacion del NMDAR en las interneuronas independientemente de los cambios del
neurodesarrollo que ocurren durante la adolescencia. Por lo tanto, esta alteraciéon no puede ser
por si solo la base fisiopatoldgica subyacente a la apariciédn del fenotipo conductual que se

manifiesta luego de transcurrida la adolescencia en nuestro modelo.
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Figura RS. Frecuencia de disparo de las interneuronas y las neuronas piramidales de la mPFC. A. Grafico de
frecuencia acumulada de las interneuronas y células piramidales calculada durante los periodos de
desincronizacion. Las frecuencias de disparo altas se encuentran mas representadas en los animales KO
comparados con los controles. B. Frecuencia de disparo promedio de las interneuronas y células piramidales
durante los periodos de desincronizacion. La frecuencia de disparo se encuentra aumentada en animales KO
para ambos tipos neuronales independientemente de la edad de los animales. Cada barra representa la media
+ SEM de la frecuencia de disparo para todas las neuronas registradas en cada grupo experimental. Para
células piramidales, ANOVA de medias repetidas, interaccion genotipo X edad NS, factor genotipo F; 137=
16, 0 p<0,0001. Para interneuronas, ANOVA de medias repetidas, interaccién genotipo X edad NS, factor
genotipo F; 13, = 6,73 p<0,01. N de neuronas piramidales de animales juveniles = 246 -539 neuronas de 7-11
animales (control y KO respectivamente), N de interneuronas de animales juveniles = 22 -40 neuronas de 7-
11 animales (control y KO respectivamente), N de neuronas piramidales de animales adultos = 242 -294
neuronas (control y KO) de 6 animales por grupo, N de interneuronas de animales adultos = 36 - 39 neuronas
(control y KO) de 6 animales.
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Otro parametro que podria verse alterado en los KOs es el balance excitacion/inhibicion. Este
balance mantiene a las neuronas en un estado de depolarizacién dindmica que puede conferir
ventajas en la capacidad de computar informacién tanto a través de la probabilidad de disparo
como de la temporalidad de las espigas (HO6 & Destexhe 2000; Shu et al. 2003; Hasenstaub et al.
2005). A nivel celular, tanto para las células piramidales como para las interneuronas, el balance
excitacion/inhibicion viene dado por la contribucién de los potenciales post-sinapticos
excitatorios e inhibitorios (PEPs y PIPs), los cuales determinan la frecuencia de disparo de la
neurona. A nivel del sistema, la razén entre la frecuencia de disparo de las células piramidales
excitatorias y la frecuencia de disparo de las interneuronas inhibitorias es un indicativo del
balance excitacidon/inhibicion en una determinada estructura. El balance excitacién/inhibicidon
juega un rol en la capacidad de procesamiento de estas estructuras, y alteraciones en el mismo
son el sustrato de algunos déficits sociales que son el nucleo de enfermedades psiquiatricas
como el autismo o la esquizofrenia (Chao et al. 2010; Oblak et al. 2011; Takahashi et al. 2013). El
hecho de que tanto el componente excitatorio (frecuencia de disparo de las neuronas
piramidales) como el inhibitorio (frecuencia de disparo de las interneuronas) se encuentran
similarmente aumentados en los animales KO, podria sugerir que el balance entre
excitacién/inhibicién a nivel del sistema es similar al de los animales control. Sin embargo

experimentos en curso realizando patch in vivo proveerdn una respuesta mas clara al respecto.
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Las neuronas piramidales se encuentran menos sincronizadas con ritmos
generados local y distalmente en los animales KO independientemente de la

edad.

Otra de las funciones de las interneuronas es regular la temporalidad o momento de ocurrencia
de las espigas de la red neuronal en relacién a la actividad de otras neuronas locales y
aferencias distales. Las neuronas corticales se encuentran normalmente sincronizadas con
varios ritmos y se ha propuesto que dicho enganche de fase (phase locking en inglés) es
relevante en cuanto al contenido de informacion del sistema. Por ejemplo, déficits en el
enganche de fase neuronal han sido vinculados con desordenes en el control cognitivo y la
percepcién en esquizofrenia (Spencer et al. 2004; Cho et al. 2006). La ablacién del NMDAR en
las interneuronas podria desregular el tiempo de ocurrencia de las espigas de las neuronas,
afectando el grado de sincronizacién con diferentes ritmos e impactando en la capacidad del
sistema cortical para codificar informacién. En relacién con el objetivo especifico numero 2,
evaluamos el grado de enganche de fase de las neuronas de la mPFC con un ritmo que se
genera distalmente en el hipocampo y es conducido a la mPFC mediante las conexiones
sindpticas existentes entre estas dos estructuras y otro generado localmente en la mPFC. Estos
ritmos son el ritmo theta hipocampal y el ritmo gamma cortical, respectivamente.

Debido a que ambos ritmos son preponderantes durante el estado desincronizado en la
actividad cortical, utilizamos Unicamente estos segmentos de actividad desincronizada
espontanea para el andlisis. El test de Rayleigh se utiliza para medir uniformidad en una
distribucidn circular. El estadistico p de Rayleigh significativo indica que la distribucién de las

frecuencias de disparo no es uniformemente circular, es decir, que la neurona dispara en una
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fase preferencial de la onda. Se consideraron sincronizadas (o enganchadas) a las neuronas con
un p de Rayleigh < 0.05 que presentaron mas de 50 espigas a lo largo de las fases

desincronizadas del registro, como se explica en Materiales y Métodos.
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Figura R6. Ejemplos de neuronas sincronizadas y no sincronizadas con diferentes oscilaciones del potencial
de campo local (LFP). A. Registro de LFP en vHP en el que se observa el ritmo theta superpuesto con
espigas de una neurona piramidal enganchada (arriba) y una no enganchada (abajo). B. Arriba. Ejemplos
representativos de rosetas mostrando el porcentaje de espigas de una neurona en funcioén de la fase de la
onda. La flecha roja corresponde a la suma vectorial de las barras. La direccion de la flecha marca la fase
preferencial de la neurona y el moédulo es una medida del grado de enganche. Las rosetas azules de la
izquierda corresponden a las dos células piramidales mostradas en A, la verde a una interneurona enganchada
con theta registrado en vHP y la azul de la derecha a una célula piramidal enganchada con gamma registrado
en la mPFC. Abajo. Resultados de la promediacion del LFP sincronizada por espigas (spike triggered
average) para cada una de estas cuatro neuronas. Puede observarse que las neuronas que se encuentran
enganchadas en una determinada fase reproducen la forma de la onda circundante mientras ésta no se
manifiesta en la neurona no enganchada. Azul: células piramidales, verde: interneuronas.
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Todas las neuronas clasificadas de esta manera como "sincronizadas" mostraron actividad
preferencial en una determinada fase de la onda con la cual se compararon (Figura R6a). Para
estas neuronas, las rosetas de distribucién de frecuencias de disparo (Figura R6b) mostraron
una distribucion asimétrica y, consecuentemente, un médulo de enganche alto (flecha roja), lo
gue indica una preferencia de disparo en una fase determinada de la onda. La promediacion del
LFP sincronizada a la espiga (spike triggered average) muestra el promedio de todos los
registros de LFP circundantes a cada una de las espigas de una neurona en particular. Este
andlisis permitié reconstruir la onda con la que se encuentra sincronizada cada neurona,
demostrando que la sincronizacién ocurre con una onda real y no artefactual, ya que la misma
puede ser rescatada de la sefial cruda de LFP al realizar el spike triggered average. Debido a que
aquellas neuronas que no estan sincronizadas disparan en fases azarosas, la sefial circundante
se diluye al realizarse el promedio (Figura R6b).

Los mdédulos del enganche de fase individual de cada neurona fueron utilizados para obtener
valores poblacionales de todas las neuronas que fueron clasificadas como sincronizadas. Estos
mostraron una disminucién en los promedios para los animales KO para ambos tipos neuronales
respecto al ritmo theta, tanto para juveniles como para adultos (Figura R7). En otras palabras,
las neuronas se encuentran menos sincronizadas con este ritmo en los animales KO
independientemente de la edad, ya que el factor interaccién en el ANOVA de dos vias no fue
significativo (Figura R7 arriba). En el caso del ritmo gamma, se observa el mismo resultado

Unicamente en neuronas piramidales y no en interneuronas (Figura R7 abajo).
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Figura R7. Enganche de fase de las neuronas piramidales y las interneuronas de la mPFC con ritmos
generados local y distalmente. Cada barra representa la media = SEM del modulo de enganche de todas las
neuronas que cumplieron el criterio para considerarse sincronizadas (nimero de espigas > 50, p Rayleigh <
0,05) para cada grupo experimental. El m6dulo es menor en los animales KO en ambos tipos celulares para el
ritmo theta y en células piramidales para el ritmo gamma independientemente de la edad de los animales. En
cada caso se computé un ANOVA de dos vias (con factores edad y genotipo). En los cuatro casos la
interaccion genotipo X edad resulté no significativa. Para células piramidales: theta, factor genotipo F; ;5=
31,7* p<0,0001; gamma, factor genotipo F; 4= 16,3*p<0,0001. Para interneuronas: theta, factor genotipo
Fi40= 31,7 *p<0,02; gamma, factor genotipo F, 4= 0,18p=0,66. N de neuronas piramidales en animales
juveniles = 68 -136 neuronas de 7-11 animales, N de interneuronas en animales juveniles = 10-12 neuronas
de 7-11 animales, N de neuronas piramidales en animales adultos = 47-90 neuronas de 6 animales, N de
interneuronas en animales adultos = 12-22 neuronas de 6 animales.

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de neuronas con enganche de fase significativo, segin

su p de Rayleigh, para cada tratamiento. A pesar de que el grado de sincronizacién es menor, el

numero de células piramidales que se encuentran sincronizadas con ambos ritmos es levemente

mayor en los animales KO juveniles, lo cual puede deberse a la ocurrencia de algin fendmeno

compensatorio que busca contrarrestar la pérdida de sincronizacién.
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N° de neuronas N° de neuronas
Edad Genotipo | sincronizadas | p (Chi?)] sincronizadas | p (Chi?)
con theta con gamma

CELULAS PIRAMIDALES
control | 136 /365 (37%)  gq7 |-1L365 (19%) ( 0001

JUVENILES = (0™ 02/ 193 (48%) 68 /193 (35%)
rouros | ZoeL LA o SR o
INTERNEURONAS
JUVENILES °°£g°' Ejgggif:ﬁg 0.394 ]85388232; 0.377
o SR o R

Tabla 1. Porcentaje de neuronas enganchadas con los ritmos theta y gamma

De acuerdo a los resultados obtenidos, la ablacion del NMDAR en interneuronas genera una
disminucién en el enganche de fase de la red neuronal de la mPFC con respecto al ritmo theta
proveniente del hipocampo y al ritmo gamma generado localmente. Sin embargo, la alteracidn
se observa no solo en los animales adultos sino también en los juveniles, por lo que tampoco
explica por qué el fenotipo conductual emerge luego del transcurso de la adolescencia.

Ya que las interneuronas juegan un rol en la generacién y en la regulacién de los ritmos
corticales, nos cercioramos que la potencia de los ritmos theta y gamma no se encuentre
alterada en los animales KO debido a la falta de NMDAR funcionales en interneuronas. No se
encontraron diferencias significativas en el perfil de potencias de los LFP registrados en el
hipocampo y en la corteza entre ratones KO y control durante los periodos desincronizados,
tanto para animales juveniles como adultos (Figura R8). Por lo tanto, las diferencias observadas

en la sincronizacién con ondas se deben a déficits en el rol de las interneuronas como
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reguladoras del tiempo de ocurrencia de las espigas y no a una disminucion en la potencia de

estos ritmos.

LFP HIPOCAMPAL LFP CORTICAL
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Figura R8. Espectros de potencia de los LFP hipocampales y corticales en donde se observan los ritmos theta
y gamma en los periodos utilizados para el andlisis. En cada grafico se presenta la densidad de potencia
(power density) como porcentaje de la potencia total para cada espectro calculado para los LFPs registrados
en el vHP o la corteza durante los estadios desincronizados. Cada espectro corresponde al promedio de los
espectros individuales obtenidos para cada uno de los sitios de registro utilizados en la figura anterior. No se
encontraron diferencias significativas entre genotipos para la potencia de la banda theta hipocampal y el
gamma cortical. ANOVA de dos vias.

Solo los ratones KO adultos muestran una disminucion en la conectividad

funcional de la via vHP-mPFC.

Otra de las funciones de las interneuronas es regular el desarrollo de diversas estructuras
cerebrales. Como se describe en la Introduccién, la correcta actividad de diversas areas
corticales depende de cambios plasticos que ocurren durante determinadas etapas del
desarrollo, entre ellas la adolescencia, y que, en parte, son mediados por la actividad de las
interneuronas. De esta manera, la conectividad local y distal puede sufrir alteraciones
funcionales durante el desarrollo postnatal de manera dependiente de la inhibicién GABAérgica.
Acorde al objetivo nimero 3, buscamos analizar la respuesta de la mPFC ante estimulos
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provenientes de otra estructura cerebral, como una medida de la conectividad funcional entre
ambas. Escogimos estudiar la conectividad funcional de la via Hipocampo ventral-Corteza
Prefrontal media (VHP-mPFC) por diversas razones. En primer lugar, la conectividad entre estas
dos estructuras se encuentra disminuida en los pacientes con esquizofrenia (Zhou et al. 2008;
Wolf et al. 2009). La inhibicion optogenética de la via produce déficits en la memoria de trabajo,
uno de los sintomas de esquizofrenia (Spellman et al. 2015). El PCP, que desencadena un cuadro
conductual compatible con esquizofrenia, produce un aumento en la frecuencia de disparo de la
mPFC que podria subyacer las anormalidades conductuales, actuando mediante la via vHP-
mPFC (Jodo 2004). El ritmo theta, cuyo impacto sobre la actividad neuronal de la mPFC fue
estudiado en el punto anterior, es generado en esta estructura. Ademads esta via completa su
refinamiento madurativo final durante la adolescencia. La eleccién de esta via ofrece también
ventajas practicas a la hora de realizar los experimentos: se trata de una conexion
monosinaptica, que genera una respuesta estereotipada de corta latencia y unidireccional, lo
gue nos asegura que las espigas evocadas en la mPFC son ortodrémicas (Jay & Witter 1991,
Hoover & Vertes 2007).

Para medir la respuesta evocada en la mPFC ante la estimulacién del vHP se implantd un
electrodo de estimulacidn en el vHP de ratones control y KO, juveniles y adultos, y un electrodo
de registro en la mPFC. La reconstruccidn post-mortem de los trazos dejados por esos
electrodos se muestran en la figura R9 confirmando la correcta localizacidén de los mismos en las

estructuras blanco.
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Figura R9. Posicion de los electrodos en los experimentos de respuesta evocada. Izquierda. Esquema del
cerebro mostrando las posiciones de las puntas de los electrodos de registro implantados en la mPFC
obtenidas a partir de las reconstrucciones histolégicas. Amarillo: mPFC. Derecha. Esquema mostrando la s
posiciones de las puntas de los electrodos de estimulacién implantados en el vHP. B: bregma, indica la
posicion del electrodo con respecto a Bregma.

La estimulacion en el vHP generé una respuesta estereotipada con una latencia de

aproximadamente 15ms cuya amplitud depende de la intensidad de estimulacion (Figura R10a).

Tmv
20ms

75uA —r
100pA —4
125puA ——| .
150pA — Figura R10. Respuesta evocada en la mPFC ante
A — . . . . .,

T intensidades crecientes de estimulacion en el
250pA —| . .
300uA vHP. A. Ejemplo representativo de un
350pA experimento mostrando las respuestas evocadas
G en la mPFC ante intensidades de estimulacion
450pA .
500uA crecientes en el vHP. Cada trazo corresponde al
600uA promedio de 8 curvas evocadas a una misma
E intensidad. Flecha negra: artefacto generado por

" la estimulacion del vHP. Flecha roja: respuesta

evocada en la mPFC B. Respuesta evocada de
latencia corta (~15ms) medida en la mPFC. La
amplitud pico a pico de la respuesta evocada (A)
fue cuantificada ensayo a ensayo.
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Esta respuesta es compatible con la respuesta monosinaptica esperada de acuerdo a la
literatura (Takita et al. 1999; Cass et al. 2014). Se estimulé el vHP a intensidades crecientes (de
S50uA a 800pA) y se midié la amplitud promedio de la respuesta evocada en la mPFC para cada
intensidad de estimulacién. Se cuantificd la amplitud de la respuesta evocada (pardmetro “A”,
Figura R10b) a distintas intensidades de estimulacion como una medida de la conectividad
funcional de la via.

Se observé que la respuesta evocada a se encuentra disminuida en los animales KO adultos con
respecto a los controles. Sin embargo, no se observaron diferencias entre las curvas de
respuesta de los ratones control y KO juveniles (Figura R11a). Por lo tanto, la conectividad
funcional de la via vHP-mPFC se encuentra disminuida en los animales KO exclusivamente en la
etapa adulta. Esta alteracion, que ocurre Unicamente en adultos, puede explicar la aparicion del
fenotipo conductual que presenta nuestro modelo luego del traspaso por la adolescencia. La
cuantificacion de la amplitud de la respuesta para cada experimento mostré, ademas de las
diferencias ya sefialadas, una disminucion significativa al comparar los animales control
juveniles con los adultos. Esto podria deberse al fendmeno de podado sindptico que ocurre
normalmente durante la adolescencia y que involucra una disminucién en el conexionado de la

mPFC, como se comentod en la Introduccion (Figura R11b).
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Figura R11. Conectividad funcional de la via vHP-mPFC. A. Amplitud de la respuesta evocada en mPFC
ante diferentes intensidades de estimulacion en el vHP. Cada punto representa la media + SEM de N
animales. Trazo continuo: ajuste a una sigmoidal de Boltzmann. La respuesta evocada a altas intensidades de
estimulacion se encuentra disminuida en animales KO adultos. Ajustes por cuadrados minimos a la sigmoidal
de Boltzmann p<0,0001 en todos los casos. Para juveniles ANOVA de medias repetidas, interacciéon NS.
Para adultos ANOVA de medias repetidas, interaccién genotipo X intensidad Fj,3, = 3.12 p=<0.0005; *
p<0.05 Newman Keuls post hoc test vs control de intensidad correspondiente. N de animales juveniles
control = 20, N de animales juveniles KO= 17, N de animales adultos control= 17, N de animales adultos
KO= 10. B. Comparacion entre la amplitud maxima de la respuesta evocada para las curvas ajustadas en el
punto A. Cada barra representa la media + SEM de N animales mostrados en A. ANOVA de dos vias,
interaccion genotipo X edad F; 59 = 5,44 p<0.05; *p<0,05 Newman Keuls post hoc test.

El LTD se encuentra exacerbado en ratones KO adultos pero no en los juveniles.

Debido a que cierto fendmenos de plasticidad dependen de la actividad de las interneuronas

durante determinados periodos (ver Introduccién), y buscando un posible mecanismo que

explique la disminuciéon en la conectividad funcional de la via vHP-mPFC, evaluamos la

susceptibilidad de la via a sufrir LTD. Para hacerlo, utilizamos el electrodo implantado en el vHP

para aplicar protocolos de LFS y registramos la amplitud de la respuesta evocada en la mPFC

antes y después de la inducciéon de la depotenciacién de la via. Al buscar en bibliografia,

encontramos pocos trabajos en los que el LTD fuera inducido con éxito en la via de interés in

vivo. De hecho, protocolos con los que se obtuvo una depotenciacidn en algunos trabajos

(Lopes-Aguiar et al. 2013), no lograron inducir LTD en otros (Doyle et al. 1997), no siendo

reproducibles en nuestro laboratorio. Basados en estos trabajos calibramos la cantidad de
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pulsos estimulos y logramos establecer un protocolo que induce depotenciacion de largo plazo
de manera reproducible. El protocolo de LTD seleccionado indujo una depotenciacién de la
respuesta hasta alrededor del 50% de la amplitud original. Esta respuesta continda disminuida
al menos por 1 horay se considera una depotenciacion de largo término (Figura R12a).

Para evaluar la dindamica de la depotenciacién y la amplitud minima hasta la que es posible
depotenciar la respuesta se aplicaron protocolos sucesivos de LFS y se midié la amplitud de la
respuesta mediante pulsos test aplicados durante 30 min en los periodos entre protocolos en
animales control y KO, juveniles y adultos. La respuesta promedio se encontré totalmente
depotenciada luego de la aplicacién de cuatro protocolos de LFS para todos los genotipos y
edades (Figura R12b). Dado que el protocolo indujo en algunos casos, ademads del LTD, una
depotenciacidn de corto término (STD, por sus siglas en inglés) la cuantificacion de los efectos a
largo plazo se realizé sobre los Ultimos dos puntos (es decir, los dos puntos previos a una nueva
aplicacién del protocolo de LFS), en los que el fenémeno de STD ya no se encuentra presente
(Figura R12b). En animales juveniles, se observd que la via es igualmente susceptible de ser
depotenciada para ambos genotipos, y que la dinamica de depotenciacién es la misma. Para el
caso de los adultos, la via resulto ser mas susceptible de ser depotenciada en los animales KO
(Figura R12by c). Esta mayor susceptibilidad a sufrir LTD en etapas tardias del desarrollo podria
ser el mecanismo que explique por qué se observa una menor conectividad funcional de la via

vHP-mPFC en los animales adultos KO.
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Figura R12. Susceptibilidad de la via vHP-mPFC a experimentar cambios plésticos. A. Calibracion del
protocolo utilizado para inducir LTD. Amplitud de la respuesta evocada por pulsos de testeo antes y después
de la aplicacion de 900 (arriba), 1200 (centro) y 1500 (abajo) trenes de estimulacion de baja frecuencia
(LFS). Sélo la aplicacion del protocolo de 1500 trenes logré inducir una depotenciacion de largo término
(LTD) de la respuesta. Los trazos muestran la amplitud promedio de la respuesta evocada antes (negro) y
después (gris) de la induccion de la plasticidad en el protocolo de 1500 trenes. B. Amplitud de la respuesta
cuantificada en ratones sujetos a protocolos sucesivos de LFS. Los datos fueron promediados cada 20
respuestas para cada animal, cada punto representa la media + SEM de n animales. El protocolo de LFS
produce una disminucion mayor en la amplitud de la respuesta en los animales adultos. Para juveniles
ANOVA de medias repetidas, interaccion genotipo X tiempo NS. Para adultos ANOVA de medias repetidas,
interaccidén genotipo X tiempoF,45;6 = 1.94 p<0,01 para adultos. * p<0.05 Newman Keuls post hoc test vs
control al mismo tiempo. N de animales juveniles control = 10, N de animales juveniles KO = 8, N de
animales adultos control = 6, N de animales adultos KO = 6. C. Cada barra representa la media + SEM de la
amplitud de la respuesta del quinto bin luego de cada LFS. La amplitud de la respuesta es menor en los
animales adultos KO luego de cada una de las LFS para este punto. ANOVA de 2 vias con medidas
repetidas, interaccion genotipo X edad F, ;5 =4.93 p<0,05, interaccion genotipo X tiempo y genotipo X edad
X tiempo NS. * p<0,05 Newman Keuls post hoc test vs control adulto.
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CONCLUSION

El analisis electrofisioldgico de nuestro modelo animal para esquizofrenia mostré un aumento
en la frecuencia media de disparo y una disminucién en el enganche de fase con una oscilacién
distal y otra local para las neuronas de la mPFC de los animales KO, los que carecen del NMDAR
funcional en las interneuronas del sistema cértico-limbico. Estas alteraciones se observan tanto
en animales juveniles como en adultos, por lo que no serian responsables de manera directa de
la aparicion del fenotipo conductual compatible con esquizofrenia, ya que dicho fenotipo
emerge luego de transcurrida la adolescencia en nuestro modelo. Sin embargo, este circuito
descoordinado y sobreexcitado presente en los animales juveniles, interactia con los cambios
en el desarrollo normal del circuito cortical que ocurren durante la adolescencia dando origen al
fenotipo conductual observado en los adultos. Por otro lado, al evaluar el estado de
conectividad funcional de la via vHP-mPFC encontramos que ésta se encuentra disminuida
Unicamente en los animales KO adultos, lo que nos llevd a proponer que la pérdida en la
conectividad funcional de esta via podria estar involucrada en la fisiopatologia de Ia
enfermedad, constituyendo parte del sustrato circuital subyacente a los fenotipos conductuales
observados. Un circuito sobreexcitado y descoordinado como el que se observa en los animales
juveniles implica un nimero mayor de espigas con una menor precision de las mismas, en otras
palabras, el circuito se encuentra en un estado mas "ruidoso". Proponemos que un circuito de
estas caracteristicas atravesando una etapa que involucra notables cambios de conexionado

cortical como es la adolescencia promueve la ocurrencia de fendmenos plasticos que generan
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una pérdida en la conectividad funcional. Esto se refleja en nuestro trabajo como un
favorecimiento de la inducciéon de LTD ante la aplicacidn de los sucesivos trenes de LFS.

La utilizacion de modelos animales de enfermedades psiquidtricas de humanos como
herramienta de investigacién ha demostrado ser de gran importancia para dilucidar las causas y
la fisiopatologia de las mismas (Nestler & Hyman 2010). El modelo animal utilizado en nuestro
laboratorio resulta de particular interés ya que modela no solo diferentes sintomas, en todo el
rango funcional afectado en la esquizofrenia (sintomas positivos, negativos y cognitivos), sino
que también presenta alteraciones neurobioquimicas (disminucién de GAD67) que se observan
en la enfermedad, ademas de un curso temporal de desarrollo de los sintomas compatible con
lo que se observa en los pacientes (Belforte & Nakazawa 2011). Asimismo, la aparicion de los
fenotipos se debe a la ablacién de un receptor especifico, en un Unico tipo neuronal de una
regidon particular del cerebro, lo que le confiere especificidad y lo aventaja por sobre otros
modelos animales mds generales. En este contexto, la busqueda de las alteraciones circuitales
que subyacen a la aparicion de los fenotipos resulta de gran interés para dilucidar qué circuitos
pueden encontrarse alterados, y de qué manera, en los pacientes con esquizofrenia, asi como
también cual es la dindmica circuital del desarrollo de la enfermedad en humanos. Finalmente,
el esclarecimiento de la fisiopatologia de la enfermedad sirve como guia para el desarrollo de
nuevos medicamentos que impacten especificamente en el circuito alterado y permitan una

terapéutica mas eficiente y con menos efectos indeseados para los pacientes.
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La frecuencia media de disparo de las neuronas de la mPFC se encuentra

aumentada en los animales KO tanto juveniles como adultos.

La administracién sistémica de antagonistas NMDAR en dosis sub-anestésicas produce un
aumento en la frecuencia de disparo de las neuronas piramidales corticales (Li et al. 2002;
Moghaddam et al. 1997). El mecanismo mediante el cual la administracion de un antagonista de
un receptor excitatorio produce un aumento, en lugar de un descenso, en la frecuencia de
disparo de este tipo celular fue motivo de debate en la literatura (Homayoun & Moghaddam
2007). El mecanismo de desinhibicion cortical propuesto por Bitta Moghaddam postula que,
dado que las interneuronas PV+ son mas susceptibles a la accidn de los antagonistas del NMDAR
(Cochran et al. 2003; Keilhoff et al. 2004; Behrens et al. 2007; Morrow et al. 2007), la
administracidn de dosis bajas de los mismos produciria un descenso temporario en la frecuencia
de disparo de las interneuronas, que desencadenaria el aumento en la frecuencia de disparo
observado en las células piramidales (Homayoun & Moghaddam 2007). Consecuentemente con
estos resultados, la ablacion del NMDAR exclusivamente en las interneuronas produjo un
aumento en la frecuencia de disparo de células piramidales. Sin embargo, encontramos que la
frecuencia de disparo de las interneuronas se encuentra también aumentada en nuestro
modelo. Entonces, épor qué la pérdida de un receptor glutamatérgico produce un aumento en
la frecuencia de disparo de las interneuronas en nuestro modelo en lugar de un descenso? La
homeostasis es una forma especializada de regulacién que mantiene los pardmetros de un
sistema alrededor de un punto de equilibrio con gran precisién (Davis 2006). En el caso de la
actividad neuronal, el balance excitacién/inhibicion resulta determinante para regular la

actividad global del sistema dentro de un rango dinamico de trabajo alrededor de un punto de
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equilibrio (o set point). Dicho punto de equilibrio se establece en algin momento del desarrollo
y permite la regulacién de la actividad a lo largo de toda la vida del individuo. Se ha mostrado
que alteraciones importantes en la actividad del circuito cortical, de manera sostenida en el
tiempo, activan sistemas de compensacién que tienden a restablecer la actividad global
alrededor del punto de equilibrio mediante el fendmeno conocido como plasticidad
homeostatica (Turrigiano & Nelson 2004). Ante un incremento a largo plazo del nivel de
actividad del circuito, se promoveran mecanismos plasticos que fomenten la inhibicién y
disminuyan la excitacion neuronal de manera de que el balance excitacidn/inhibicion se
normalice, permitiendo al sistema trabajar en su rango dindmico de respuesta alrededor del
punto de equilibrio (Turrigiano & Nelson 2004). Lo inverso ocurre cuando la actividad disminuye
a largo plazo, por ejemplo durante la deprivacion de aferencias sensoriales en cortezas
sensitivas primarias (Orczyk et al. 2015). Una posible explicacion en referencia al aumento en la
frecuencia de disparo de las interneuronas observado en los animales KO en nuestro trabajo
podria deberse a un punto de equilibrio alterado con respecto a los controles. La entrada de
calcio via NMDAR en las interneuronas podria ser necesaria para el establecimiento de este
punto de equilibrio a lo largo del desarrollo postnatal temprano. La pérdida de receptores
funcionales podria interferir en este proceso, resultando en un circuito en el cual las actividades
excitatoria e inhibitoria se encuentran balanceadas, pero alrededor de un punto de equilibrio
distinto del normal. De hecho, en nuestros resultados observamos que los KO, tanto juveniles
como adultos, presentan un aumento en la frecuencia de disparo para ambos tipos neuronales.
Sin embargo, el balance excitacién/inhibicién, medido a nivel del circuito a través de la

frecuencia media de disparo de piramidales e interneuronas, se mantiene tanto en juveniles
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como en adultos. Proponemos que esta compensacion en el balance excitacion/inhibicion
podria prevenir la aparicién de la sintomatologia compatible con esquizofrenia en los animales
juveniles KO. Otra posible explicacion para el aumento en la frecuencia de disparo de las células
piramidales y las interneuronas en nuestro modelo podria involucrar compensaciones
relacionadas con la ya mencionada plasticidad homeostdtica. Este mecanismo propone una
serie de mecanismos de plasticidad, algunos de los cuales podrian depender del NMDAR en las
interneuronas PV+, tendientes a promover la estabilidad en la actividad del circuito alrededor
del punto de equilibrio de la actividad neuronal (Turrigiano & Nelson 2004). La entrada de calcio
mediante el NMDAR podria cumplir un rol en la plasticidad homeostatica, actuando como
sensor celular del nivel de actividad para las entradas excitatorias en las interneuronas.
Hipotetizamos que las interneuronas que carecen del NMDAR funcional sensarian una baja en la
actividad en sus aferencias excitatorias provenientes de neuronas locales y distales lo cual
desencadenaria mecanismos de plasticidad homeostatica tendientes a restablecer la actividad
global alrededor del punto de equilibrio. Para ello podria reclutarse diferentes mecanismos,
incluyendo una disminucién en los niveles de GAD67, enzima limitante en la sintesis de GABA,
en las interneuronas de los mutantes, como ya fue descripto en nuestro mutante para la corteza
somatosensorial (Belforte et al. 2010). Consecuentemente, la disminucién de GABA produciria
el aumento en la frecuencia de disparo de las células piramidales por un mecanismo de
desinhibicion. Por otro lado, la frecuencia de disparo de las interneuronas podria depender
exclusivamente de la actividad de los receptores AMPA, por lo que el incremento en la actividad
de las células piramidales produciria a su vez un aumento en la frecuencia de disparo de las

interneuronas aunque los niveles de GABA en estas Ultimas continuaran disminuidos.
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Independientemente del mecanismo mediante el cual las neuronas de la mPFC aumentan su
frecuencia de disparo, las diferencias entre nuestro modelo, en el que la ablacién del NMDAR se
produce en los primeros dias postnatales y los resultados de Moghaddam, en los que la
inhibicion del NMDAR es aguda en la adultez, acentuan la importancia del componente del

desarrollo en la aparicion del fenotipo observado.

Las neuronas piramidales se encuentran menos sincronizadas con ritmos
generados local y distalmente en los animales KO independientemente de la

edad.

Varios trabajos realizados en humanos muestran una disminucién en el ritmo gamma en los
pacientes con esquizofrenia (Uhlhaas & Singer 2010). Nuestros resultados muestran que la
potencia de gamma no se encuentra alterada en nuestro modelo. Estas diferencias pueden
deberse a que la anestesia, induce un predominio de las ondas lentas, por lo que la potencia de
gamma disminuye notablemente en animales anestesiados, aun en estadios desincronizados
como los estudiados en la presente tesis. Esta disminucion podria llevar la potencia gamma
cerca de un piso de actividad, impidiendo una reduccién en los animales KO comparados con los
controles. Por otro lado, las diferencias en la potencia de gamma medidas en humanos
mediante registros de ECoG ocurren al registrar las oscilaciones gamma evocadas por alguna
tarea o estimulo, mientras que en nuestros experimentos el gamma medido es el espontaneo.
Para observar una disminucién en gamma en nuestro modelo, podrian realizarse experimentos
con ratones implantados crénicamente registrando la actividad de gamma evocada por alguna

tarea conductual.
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Independientemente de que el ritmo gamma no se encuentra alterado en los animales KO, el
grado de sincronizaciéon de las neuronas de la mPFC con este ritmo se vio disminuido en
juveniles y adultos. Debido a que las mediciones en humanos son menos invasivas y no
permiten el registro de neuronas individuales, no existen datos sobre la sincronizacién de
neuronas con ritmos en pacientes con esquizofrenia. Por esta razén, la disminucién observada
en nuestro modelo resulta de interés para esclarecer la fisiopatologia de la enfermedad. No
hemos tenido registro de trabajos que reporten la potencia ni el grado de sincronizacién de las
neuronas con el ritmo theta en pacientes o en modelos animales de esquizofrenia. Nuestros
resultados muestran una disminucion de la sincronizacién con este ritmo proveniente del
hipocampo en las neuronas de los animales KO. Este hallazgo se condice también con la
disminucién en la conectividad hipocampo-PFC observada en los pacientes, ya que el ritmo
theta proviene del hipocampo y es esperable que la sincronizacién sea menor ante una
conectividad disminuida.

Trabajos de otros grupos de investigacidn muestran que la fase de sincronizaciéon de las
neuronas con el ritmo theta varia en un gradiente dorso-ventral dentro de la mPFC (Sirota et al.
2008). Nuestros resultados arrojaron una tendencia acorde con estos trabajos. Sin embargo,
debido a limitaciones intrinsecas a nuestro disefio experimental que incluyen la variabilidad en
las posiciones de los tetrodos en el plano vertical de la mPFC, no nos fue posible comparar
fehacientemente este parametro entre los animales KO y control.

La sincronizacidn se encuentra disminuida tanto en animales juveniles como adultos, sin
embargo, los animales juveniles no presentan fenotipo conductual. Como se muestra en los

resultados (Tabla 1), el porcentaje de neuronas sincronizadas con theta y gamma se encuentra
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aumentado en animales juveniles. Este aumento en el porcentaje de neuronas sincronizadas, si
bien menor aunque significativo, podria suponer un mecanismo compensatorio que previene la

aparicioén del fenotipo conductual en los KO juveniles.

Solo los ratones KO adultos muestran una disminucion en la conectividad

funcional de la via vHP-mPFC.

Consecuentemente con lo observado en humanos, la conectividad funcional de la via vHP-mPFC
se encuentra disminuida en los animales KO adultos, alteracién que, segln proponemos,
subyace a la aparicion de fenotipo conductual. Trabajos recientes vinculan déficits en la
conectividad de esta via con fallas en la memoria de trabajo en modelos genéticos de
esquizofrenia (Tamura et al. 2016). Una deficiencia en la memoria de trabajo aparece como uno
de los sintomas cognitivos caracteristicos de la enfermedad y se encuentra presente en nuestro
modelo animal (Belforte et al. 2010). También, alteraciones en la via vVHP-mPFC y en la induccién
del ritmo theta por el hipocampo se relacionan con la expresion de comportamientos de
ansiedad en ratones (Padilla-coreano et al. 2016). Interesantemente, nuestro modelo presenta
fenotipos de ansiedad Unicamente cuando estos son inducidos por novedad (Belforte et al.
2010), por lo que estudiar si la via vHP-mPFC se activa, y de qué manera, durante la exposicion a
novedad espacial, podria arrojar mas pistas sobre el rol de la via en el fenotipo conductual
observado.

Como se muestra en resultados (Figura R11), la respuesta evocada en la mPFC ante la
estimulacién hipocampal se encuentra disminuida en los adultos KO, lo que sugiere una

disminucién en la conectividad funcional de la via vHP-mPFC. Debido a que, como vimos en la
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Introduccién (ver "Desarrollo del circuito glutamatérgico de la PFC"), la densidad de espinas
dendriticas y de sinapsis excitatorias declina durante la adolescencia producto del podado
sindptico que ocurre normalmente durante esta etapa, la disminucion observada en la
conectividad podria deberse a un podado sinaptico exacerbado de la via.

Experimentos en animales realizando conductas libres de anestesia seran necesarios para

establecer el impacto de la manipulacién en condiciones fisioldgicas.

El LTD se encuentra exacerbado en ratones KO adultos pero no en los juveniles.

Durante la adolescencia los mecanismos de plasticidad sinaptica, tanto de potenciacién como
de depotenciacién, se activan diferencialmente y regulan la eficiencia final de la via vHP-mPFC.
Por otra parte solo el mutante adulto presenta una disminucién en la conectividad funcional de
la via junto con una predisposicién a la depresion sindptica. Especulamos que, durante el
refinamiento de la via en la adolescencia, actuarian en el mutante procesos depotenciacién
exacerbados llevando a la desconexion funcional observada. Los fendmenos de plasticidad se
encuentran estrechamente relacionados con los cambios en la conectividad. Particularmente, el
mecanismo de LTD en la mPFC ha sido propuesto como un mecanismo clave en la maduracién
durante la adolescencia y en el refinamiento de las funciones ejecutivas que sucede durante
esta etapa del desarrollo (Selemon 2013). Es de esperar que alteraciones en la susceptibilidad a
sufrir LTD produzcan un desarrollo anormal y repercutan en un circuito adulto menos
conectado.

La estimulacidn eléctrica de baja frecuencia en el vHP utilizada para la induccién del LTD, asi

como también la estimulacién simple utilizada en los pulsos test, podrian reclutar vias indirectas
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hacia la mPFC, sin embargo, la corta latencia de la respuesta evocada registrada en la mPFC se
corresponde con la activacidn monosinaptica de la via vHP-mPFC. De todas maneras, no
podemos descartar que la estimulacidn reclute vias adicionales hacia la mPFC, principalmente
en los protocolos de plasticidad. Por otro lado, también podria suceder que la estimulacién
eléctrica afecte fibras de pasaje préoximas al vHP y que, consecuentemente, estimule otras areas
cerebrales de manera no controlada. Experimentos futuros utilizando la tecnologia de la
optogenética con estimulacién luminica directamente en la mPFC servirian para cerciorarnos de
que es la estimulacidn directa de la via en cuestion la que subyace las alteraciones descriptas.

Nuestro modelo presenta ablacién del NMDAR en las interneuronas del sistema cértico-limbico
y este sistema incluye al vHP (Belforte et al. 2010). Por lo tanto, cabe preguntarse si las
alteraciones en la conectividad funcional de la via vHP-mPFC y en la sincronizacion con las ondas
theta provenientes del hipocampo no se deben a la falta de NMDAR hipocampales funcionales.
Como vimos en nuestros resultados, la ablacion del NMDAR produce un aumento de la
frecuencia de disparo en las neuronas piramidales registradas en la mPFC. Se podria especular
que las células piramidales hipocampales que proyectan desde el vHP hasta la mPFC y que
carecen del NMDAR funcional también presenten una frecuencia de disparo aumentada. En ese
caso, ese supuesto aumento de la frecuencia de disparo generaria un aumento en la
conectividad funcional de la via, y no una disminucidn como la que se observa en nuestro
trabajo. Asimismo, esperariamos en principio un aumento en el grado de sincronizacién con el
ritmo theta de darse un aumento en la frecuencia de disparo, aunque también podria suceder
gue la temporalidad de disparo de las neuronas del vHP se encuentre alterada, en cuyo caso si

se puede esperar una pérdida en la sincronizacién de las neuronas de la mPFC consecuencia de
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esta alteracién. De todas maneras, la potencia del ritmo theta proveniente del vHP no se
encuentra alterada en nuestro modelo, por lo que la interpretacidn mas parsimoniosa es que la
disminucién en la sincronizacién con el ritmo theta se debe a las alteraciones ocurridas en las
neuronas de la mPFCy no a las del vHP.

En nuestro trabajo se evalué Unicamente la via vHP-mPFC. La eleccién de esta via se debe a que,
como ya se menciond, la mPFC se encuentra fuertemente implicada en la esquizofrenia y que la
conexion vHP-mPFC es directa y monosinaptica e involucra la estructura de origen del ritmo
theta, que fue sujeto de este estudio. De todas maneras, podria resultar que otras vias que
proyectan a la mPFC e incluso vias que proyecten a otras dareas corticales se encuentren
alteradas en nuestro modelo y no descartamos esa posibilidad.

El transcurso por la adolescencia es clave para la apariciéon del fenotipo en nuestro modelo.
Analisis electrofisioldgicos en animales durante distintos estadios de la adolescencia ayudaria a
comprender mejor la dindmica de las diferencias observadas entre fenotipos. Sin embargo,
dado que se trata de una etapa dificil de definir temporalmente y a las variabilidades en el
desarrollo entre individuos, existe riesgo de obtener resultados intermedios entre juveniles y
adultos que muestren una gran dispersion. A pesar de esto, pensamos que la realizacién de
experimentos en este estadio intermedio merece ser tenida en cuenta en trabajos futuros.

La ablacién del NMDAR en interneuronas PV+ de todo el cerebro en ratones adultos llevada a
cabo en el laboratorio de Hannah Monyer (Korotkova et. al, 2010) mostré alteraciones en la
potencia de los ritmos theta y gamma junto con algunas alteraciones comportamentales. Las
diferencias entre este ratdn transgénico y nuestro modelo animal radican en el componente del

desarrollo. Creemos que el paso por la adolescencia es clave para el desarrollo de los fenotipos,
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tanto conductuales como electrofisiolégicos en nuestro modelo. El hecho de que la
recombinacion se produzca en la adultez en el modelo de Monyer marca una diferencia notable
entre los dos animales. Por lo tanto, es de esperar que las alteraciones observadas en ambos
sean considerablemente distintas.

Un modelo de esquizofrenia ampliamente utilizado y que involucra el componente del
desarrollo es el de MAM (Moore et al. 2006; Flagstad et al. 2004; Gourevitch et al. 2004). La
inyeccién del compuesto antimitético MAM, impide el correcto desarrollo del hipocampo, y
produce fenotipos que son compatibles con esquizofrenia. Sin embargo, este modelo afecta a
todos los tipos celulares indistintamente y de manera drastica, lo que puede inducir cambios
inespecificos como consecuencia de la lesién. En este sentido, la ablacién realizada en nuestro
modelo es mucho mas especifica y permite extraer conclusiones mas claras acerca de las causas
de los fenotipos.

El presente trabajo abarcd el andlisis circuital de un modelo del desarrollo de esquizofrenia que
presenta alteraciones especificas en el periodo pre y postadolescente. Los resultados arrojados
por este trabajo son claves para el esclarecimiento de la fisiopatologia de esta enfermedad,
entendiéndola como una enfermedad del neurodesarrollo. Como se menciond en la
introduccién, se han realizado estudios buscando marcadores comportamentales que puedan
predecir la ocurrencia de la esquizofrenia. Sin embargo, no todos los individuos que presentan
los patrones comportamentales atipicos descriptos en estos trabajos terminan desarrollando
esquizofrenia, por lo que éstos no son de utilidad para predecir la ocurrencia de la enfermedad.
El aumento en la frecuencia de disparo y la disminucién en la sincronizacién con las ondas theta

y gamma que se observan en nuestro modelo son candidatos a utilizarse como los primeros
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marcadores fisioldgicos para predecir la ocurrencia de la enfermedad en la adultez, ya que se
encuentran presentes en los animales juveniles, que no presentan fenotipo conductual.

Una de las limitaciones de nuestro trabajo es que los resultados presentados son
correlacionales. Ninguno de nuestros experimentos demuestra que la pérdida de conectividad
funcional es la causa del desarrollo del fenotipo ni que la facilitacion del mecanismo de LTD
durante la adolescencia sea responsable del descenso en la conectividad funcional que se
observa en los adultos. Para establecer causalidad se podrian realizar experimentos con
implantes crénicos en animales KO, aplicando protocolos que induzcan potenciacidon de largo
término durante la adolescencia con el fin de compensar la facilitacion del LTD que ocurre
durante la misma. En estos experimentos esperariamos encontrar un estado de conectividad
funcional normal de la via vHP-mPFC y ausencia de los fenotipos compatibles con esquizofrenia
que se observan en los animales KO adultos. El estudio de tratamientos preventivos con, por
ejemplo, antipsicdticos durante la adolescencia seria relevante desde la clinica. Algunos de los
fenotipos conductuales mejoran en el adulto luego del tratamiento con Risperidona (Belforte et
al. 2010). Seria interesante analizar si el tratamiento crénico con Risperidona durante la
adolescencia previene la aparicién de los fenotipos conductuales junto con la pérdida de
conectividad funcional de la via vHP-mPFC en los animales KO.

Ademas, quedan abiertas algunas preguntas a ser contestadas en experimentos futuros:
é¢Dependen las alteraciones observadas del paso por la adolescencia 0 meramente del tiempo
transcurrido desde la ablaciéon? Los parametros evaluados en el presente trabajo podrian
medirse en los animales en los que la recombinacién sucede posterior a la adolescencia, que no

desarrollan fenotipo conductual (ver “Nuestro modelo” en Introduccidn). Esperariamos en este
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caso que la conectividad funcional no se encuentre disminuida en estos animales, ya que las
alteraciones en este parametro dependen del paso por la adolescencia segun nuestra hipétesis.
Especulamos que estos animales KO adultos serian circuitalmente parecidos al anteriormente
mencionado KO obtenido por el laboratorio Monyer (Korotkova et. al, 2010) ¢Son las
interneuronas de la mPFC en particular las responsables de la aparicion del fenotipo
electrofisioldgico? Proponemos la utilizacidon de la tecnologia de los DREADDs, que permite el
silenciamiento temporario de una determinada poblacion neuronal en donde se expresan estos
receptores. Expresando los DREADDs bajo el control del promotor utilizado en nuestro modelo e
inyectando la construccidn en la mPFC podria silenciarse la actividad de las interneuronas PV+
exclusivamente en esta area y, de observarse un fenotipo, podria adjudicarsele al

malfuncionamiento de este subtipo neuronal en esta estructura en particular.

En RESUMEN, en el presente trabajo evaluamos pardmetros electrofisioldgicos relevantes en el
marco de la esquizofrenia en un modelo animal en el que el desarrollo durante la adolescencia
de animales que carecen del NMDAR en interneuronas del sistema cértico-limbico promueve la
aparicion de fenotipos conductuales compatibles con esta enfermedad en la adultez. El analisis
fue realizado en animales pre y post adolescentes, para evaluar cdmo los cambios que ocurren
durante esta etapa afectan el desarrollo del circuito. Encontramos que la frecuencia de disparo
de las neuronas de la mPFC se encuentra aumentada y que el grado de sincronizacion de las
mismas con ondas locales y distales se encuentra disminuido tanto en los animales juveniles
como en los adultos KO, evidenciando posibles marcadores fisioldgicos tempranos para la

enfermedad. Ademads, encontramos un parametro, la conectividad funcional de la via vHP-
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mPFC, que se encuentra disminuida Unicamente en animales adultos KO. Proponemos que el
hecho de que en el periodo juvenil el circuito se encuentra sobreexcitado por un lado y
descoordinado por otro lo convierte en un circuito “ruidoso”, y que esta preponderancia de
estimulos asincrénicos perjudica las detecciones de coincidencia, promoviendo el mecanismo de
LTD durante la adolescencia y propiciando la pérdida en la conectividad funcional que se
observa en el adulto y que, dado que es una alteracién que ocurre Unicamente en esta etapa,

proponemos que subyace los fenotipos conductuales que se observan en nuestro modelo.
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ANEXO

Protocolo 1: Purificacion de tejido y PCR

Buffer de Lisis:

e 100mM Tris:HCI (pH 8.0) stock 1M 50 ml
e 5mM EDTA, pH8.0 stock 0.5 M 5ml
e 0.2%SDS stock 20 % 5ml
e 200mM Nacl stock 5M 20 ml
e Agua ultrapura (MilliQ o similar) hasta 500 ml

Digestion del tejido:
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1. Colocar en un tubo eppendorff aproximadamente 0,5 cm de colita y 0,5ml de a+b.

a: 0,5ml de buffer de lisis.

b: 4ul de proteinasa K (20mg/mg).

Verificar que las colitas queden completamente sumergidas y que los tubos estén bien

cerrados para que no se evaporen.

2. Incubar los tubos durante la noche a 55°C.

Purificacion:

Sacudir los tubos fuerte

Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos.

Transferir el sobrenadante (aproximadamente 400ul a un nuevo tubo) y agregar
el mismo volumen (400ul) de isopropanol (2-propanol).

Mezclar el rack invirtiendo sin agitar los tubos de 20 a 30 veces.

Utilizando un tip de pipeta de 20 ul se pesca el DNA (pellet) y se lo coloca en un
tubo nuevo.

Es importante que una vez colocados los DNA en cada tubo, se los deje reposar un
tiempo con la tapa de cada tubo abierta, para permitir evaporar el isopropanol
restante.

Se agrega a cada tubo con DNA 500ul de buffer TE pH=8.
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En este paso es importante verificar que los DNA se encuentren bien sumergidos
en el buffer.

7. Se colocan las muestras a calentar a 55°C hasta que se disuelva el DNA (puede ser
toda la noche o en un par de horas si se los agita cada tanto).

8. Se guardan a temperatura ambiente, duran anos si no se evaporan.

Reactivos para las PCRs:

PCR FYL1
Reactivos Mix 1X ( para 1 pl)
Agua 14.78
Buffer 5X 4
dNTP's 10mM 0.4
Primer P2 0.08
Primer P3 0.08
Taqg polimerasa * 0.16
DNA 0.5
Vol final 20
PCR CRE
Reactivos Mix 1X ( para 1 pl)
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Agua 14.7

Buffer 5X 4
dNTP's 10mM 0.4
Primer CRE 22 0.08
Primer CRE 23 0.08
Actina SENSE 0.04

Actina ANTI-SENSE 0.04

Taq polimerasa * 0.16
DNA 0.5
Vol final 20

* GoTaqg DNA Polymerase promega. Catalog #M3005

Protocolo para la PCR:

- Calcular volumenes de la mix multiplicando los valores por el # de muestras + 2 controles.

- Cortar la cantidad de welles que voy a usar, rotularlos y colocarlos en hielo sobre una placa de
pldstico para que no les entre agua.

- Poner los tubos conteniendo los ingredientes de la mix en el hielo en el orden que los voy a
usar. Evitar en todo momento que entre agua.

- Marcar el eppendorf de la mix para cuando lo centrifugue.

- Encender la PCRera antes de preparar la master mix para que se estabilice.

- Preparar mix, vortexearla y después centrifugar corto y balanceando.
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- Devolver la Taq polimerasa en el freezer, y el resto de los reactivos en la heladera. Las
muestras se guardan a temperatura ambiente.

- Poner 19.5 ul de la mix en el borde de los tubos.

- Meter la muestra (0,5 ul), llevandose con el tip la gota que quedo en el borde cuando puse la
mix.

- Poner el film en los welles, cerrar la tapa de la PCR y bajar la platina caliente.

- Escoger el protocolo de PCR a utilizar.

Protocolo 2: Corrida en geles de Agarosa

- Pesar 3g de agarosa.

- Colocar 150ml de buffer TAE y agitar.

- Calentar en microondas hasta que se vea la solucién transparente (~ 3min).

- Dejar enfriar hasta que alcance ~ 552C.

- Colocar 7.5uL de Bromuro de Etidio y agitar con cuidado.

- Volcar la solucién en la placa lentamente desde un costado intentando que no se produzcan
burbujas que pudieran interferir con la corrida.

- Colocar los peines paralelos a la base de la cuba.

- Dejar secar el gel hasta que adquiera un tono blancuzco (~ 30 min).

- Remover los peines de manera vertical.

- Colocar Orange G (4pl) a las muestras.
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- Sembrar las muestras de manera vertical (18ul) sin tocar el fondo del well y retirando la pipeta
a medida que se siembra.

- Tapar la cuba y conectar los cables.

- Empezar la corrida a 100mV.

- Dejar correr por ~40 min.

- Cuando la banda del Orange G esta apenas pasando la mitad de la corrida en la corrida de Cre
y llegando al final en la corrida de Flox retirar el gel.

- Apagar el equipo de corrida.

- Revelar en UV.

Protocolo 3: Confeccion de tetrodos

Se construyd un aparato que permite enroscar los alambres del tetrodo cuantificando la
cantidad de vueltas deseada. El aparato consta de un motor a pila que produce la rotacion de un

iman en donde se coloca un cocodrilo que se amarra a los alambres del tetrodo.

-Limpiar con alcohol la mesay el sostenedor.

-Desenrollar 50 cm de alambre * evitando muescas.

-Doblar el alambre por la mitad.

-Levantarlo con la pinza y colocarlo en el sostenedor por la parte media de manera que todos
sus extremos queden a la misma altura y evitando que el alambre se enganche en los bordes del
sostenedor.

-Enganchar los extremos a un cocodrilo y colocar este Ultimo sobre el iman
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-Cerciorarse que el alambre se encuentre tirante y que el cocodrilo no forme angulo con el
sostenedor (ni hacia los costados ni hacia adelante/atras)

-Retorcer dando 90 vueltas hacia un lado (~ 1.30 min) y desenrollar 30 para el otro (~ 30seg)
-Calentar con una pistola de calor a una distancia de ~ 1cm recorriendo toda la extensién del
alambre enroscado realizando 5 idas y 5 vueltas a poca velocidad.

-Cortar la parte inferior con tijera y retirar el tetrodo. Si la parte de abajo esta deshilachada
realizar otro corte.

-Cortar 6 pedazos de tubo hueco de poliamida **.

-Pasar un alambre de 50 um de diametro por dentro de los tubos (para que el calor de la
reaccion exotérmica del acrilico dental que serd utilizado posteriormente no los encoja).
-Colocar una placa de radiografia y pegar los tubos en el arreglo deseado utilizando cinta scotch.
Afirmar el arreglo de tubos con acrilico dental dejando una porcién de alambre afuera. Retirar la
placa de radiografia una vez realizado el pegado.

-Pegar un tubo de acero inoxidable (punta de jeringa cortada) uniendo los tubos de poliamida y
el chip donde ird conectado el tetrodo.

-Retirar los alambres de 50 um y colocar un tip cortado en la punta del arreglo para no dafiar los
tetrodos mientras se enhebran.

-Enhebrar los tetrodos. Cortarles la parte posterior diagonalmente para facilitar la unién al chip.
Cortar la parte anterior de ser necesario.

-Enhebrar los 4 electrodos a los agujeros del conector.

-Colocar los pins dorados en el agujero del conector, golpear la punta suavemente, hacer un

poco de presién con la pinza azul y finalmente introducirlos del todo con una pinza especial.
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-Cortar el excedente de alambres por debajo del conector.

-Para el dorado de los tetrodos, colocarlos en solucién de oro. Conectar un impedanciometro a
cada uno de los alambres del tetrodo (uno a uno) y utilizar una unidad aislada para inyectar 2pA
de corriente de manera que los alambres se recubran de oro hasta alcanzar la impedancia
deseada (entre 200 y 500 KQ).

* Alambre Kanthal MN2755768. Didametro 0.0005 inches (12 um).

** Phelps Dodge Cat: 263_MD_315393.Diametro 0.00551 inches (140um).

Protocolo 4: Tincidn Nissel con safranina “0” y montaje de cortes

Pasar los portas por:

Alcohol 70%: 5 min

Safranina: 20 min

Secado al aire: 1 min

Agua destilada: 3 inmersiones aprox.
Etoh 96%: 20 seg aprox.

Etoh 100%: 1 min aprox.

Xilol: Mas de 5 min

Montar utilizando balsamo sintético.
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