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INTRODUCCION
El umbral de plasticidad sinaptica Hebbiana del SNC esta modulada por la actividad sindptica anterior. A su vez, la transmision sinaptica entre las regiones CA3-CA| del hipocampo esta regulada por la sefializacion retrégrada

endocannabinoide, que mantiene un balance LTP/LTD.

PirB es un receptor del sistema inmune innato de MHC-| que se expresa en neuronas piramidales excitatorias del cerebro frontal de ratones. En modelos de raton que carecen de este receptor, se produce un aumento del 50% en la d
densidad de espinas dendriticas y en la sinapsis glutamatérgica frente a ratones VW1I. Tiene lugar un descenso de LTD en las sinapsis CAR-CA |, acompanado de un aumento de LTPR .

OBJETIVOS
El objetivo de este estudio consiste en averiguar cdmo los receptores PirB (Paired Immunoglobulin-like Receptor-B) influyen en la plasticidad Hebbiana mediante la modulacion de la actividad de sefalizacion retrograda endocannabinoide, vy si
esto puede derivar en una mejora del aprendizaje. Para ello se van a llevar a cabo distintos estudios en cortes de cerebro de ratones sanos con el receptor PirB funcional en la sinapsis CA3-CA| hipocampal (Py=WT) y ratones knock

out del receptor PirB (Pyr-KO).

MATERIALY METODOS
Experimentos llevados a cabo de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud, y aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de
Stanford. Cumplen también con las politicas de la Sociedad de Neurociencia en el uso de animales y humanos en investigacion de neurociencia.

|. DELAYED MATCH-TO-PLACE TASK (DMPT)
Modelo experimental: [inea germinal de ratones Pir -/- con delecion condicional
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2. CONDITIONAL DELETION OF PirB IN EXCITATORY PYRAMIDAL CELLS:

Modelo experimental: consta de una serie de ratones (entre 3 y 6), de dos tipos: PirB fl/fl (PyrKO) vy PirB +/+
(Pyr-WT). En el caso A se induce LTP con 4 x 100 Hz, en el B se induce LTD con 900 pulsos a | Hz, el C es igual
que el b solo que se induce con 0,5 Hz, el D es un resumen de LTP y LTD contrastado con la frecuencia de
induccion en Pyr-KO comparada con Py=WT y por Ultimo el E se trata de una grdfica de barras de las relaciones
medias de PPR,

Método: se induce una cantidad de LTP o LTD a una frecuencia determinada en cada una de las pruebas a dos
tipos de ratones: unos W vy otros KO, Los resultados se recogen en una grdfica donde se represente el tiempo
(gje X) vy variabilidad de los potenciales en cada uno de los ratones.

RESULTADO:

(A)Con la induccion de LTP se observa un incremento del 145% en fEPSP con
respecto a la linea base en los Pyr=WT. en las Pyr-KO la misma induccion genera un
aumento del 180% y mas persistente.

(B)Cuando se induce LTD en Pyr-KO o en PyrW1, se detecta la presencia de LTD
en lasWT pero en las KO el LTD estd ausente aunque se observa una pequefa
cantidad de LTR LTP y LDP en CA3-CAl en animales WT son dependientes de los
receptores NMDA porque en presencia del blogueador de NMDA, D-AP5, ambos
fueron abolidos.

En ausencia de PirB,, el LTD debe seguir estando presente, se examina esa posibilidad
se realiza de nuevo el test pero a una frecuencia menor, y se observa un aumento,
pero mucho menor que cuando se realizd antes.

Asi sabemos que la expresion de PirB en las neuronas excitadas del hipocampo es
necesario para los cambios bidireccionales en la actividad sindptica dependiente de

NMDAR.

4 ACTIVACION DE CBRIY mGIuR (COMPONENTES OBLIGATORIOS DEL SISTEMA ENDOCANABINOIDE):

5. Estudios de la funcionalidad del sistema de sefalizacion endocannabinoide CA3-CAI en ausencia de PirB (en ratones Pyr-
KO)

Procedimiento: Anova de 2 vias RM. Insets: fEPSP traza ejemplos de cortes Py-WT y Pyr=KO antes (linea gris) y tras la
induccion (linea negra) de WIN-LTD (d) o DHPG-LTD (g); cada trazo es un promedio de 30 trazados individuales tomados
al inicio o a los 75—90 minutos después de la induccion.

A) ACTIVACION DE LOS RECEPTORES CB| MEDIANTE EL AGONISTA WIN-55,212-2.

Grafico C: Representacion del efecto del agonista WIN-55,212-2 sobre los receptores CBI que resulta en una
menor liberacion de glutamato v, por tanto, la reduccion de la sinapsis excrtatoria.

Grafico D: La aplicacion de un baho de 5 um del agonista VWIN-55,212-2 durante |5 minutos induce un LTD

persistente en PyrW'T (8 rodajas/4 ratones) y en Pyr-KO respecto a sus lineas de base.
Grafico E: PPR promedio para WIN-LTD en PyrWT frente a Pyr-KO.

C D Pyr-WT Pyr-KO, E = Pyr-WT
Wi e oo g
o Q18
F0 i | §1s B

| vy O PyrWT1 -

14

, X g 1
8150 WINSS, 2122 Lo o pyrx0 % 12
aé A i & 10
Rt e ’ - o 08
" b l.\v'."-,f.ﬂ'f,'.f‘.,?,.:.'-" 3 & § 04

3 R e NI AR R, e ¥ 0.

40-90 min post
WIN-SS, 212.2

slope (% baseline) O

2 8388222 8

lllllllll

fEPSP

EEEEEEEEEE

(=]
e

(FEPSP2 sl
oo
°on

Time (min)

RESULTADO

El agonista genera un LTD quimico en un grado similar tanto en PyrVWT como en Pyr-WT por la reduccion de
la liberacion de glutamato al espacio sinaptico. La PRR tambieén aumenta en ambos genotipos.

Estos resultados sugieren que los receptores CBIR son completamente funcionales en Pyr-KO, y que la
sefalizacion de CBIR también es normal.

3.BLOCKADE OF CBIR IN Pyr-WT PHENOCOPIES LTP ALTERNATIONS IN Pyr-KO.

Base teorica del método: sintesis y liberacion retrograda de endocannabinoides en respuesta a un estimulo de plasticidad
inducida, el agonista inverso AM251.

La estimulacion sindptica desencadena la liberacion de glutamato desde la neurona presindptica para su union a los
receptores postsinapticos AMPAR, NMDAR y mGIuR Grupo |. La activacién de los dos Ultimos promueve la sintesis y
iberacion de los endocannabinoides, gque se van a unir a sus receptores CBI de la neurona presindptica. Esta union conlleva
la Inhibicidn de liberacidn de neurotransmisores.

Se emplea un agonista inverso, AM25| que reduce la activacion de los CBIR por debajo de su nivel basal, con lo que se
consigue una liberacion de glutamato superior a la normal. A

Procedimiento: 2 vias RM Anova. Los promedios son promedios de 20 a 90 min post-induccion.
Insets: fEPSP traza ejemplos de cortes Pyr-WT e PyrKO antes (linea gris) o después induccion
(Iinea negra) de LTD (b) o LTP (c); cada trazo es promedio de 30 trazas individuales tomadas al
inicio del estudio o a los 75-90 minutos después de la induccion.
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RESULTADO:
Estos resultados en conjunto sugieren que en el modelo Pyr-KO, la liberacion de endocannabinoides vy la posterior induccion
de sefalizacidon de sus receptores CBI estdn inhibidos. Esto tiene su explicacion en la importante funcion que desempefia
PirB en la sefalizacion de endocannabinoides, tanto LTP como LTD, en las sinapsis CA3-CAL.

B) ACTIVACION DE LOS RECEPTORES mGluR DEL GRUPO | MEDIANTE EL AGONISTA DHPG.

Grafico F: Representacion del efecto de DHPG, agonista de los receptores mGIuR del grupp |. Se une a estos
receptores, inducen la liberacién de endocannabinoides y su posterior unién a los receptores CBI induciendo la
disminucion de la liberacion de glutamato vy, por tanto, de la sinapsis excitatoria.

Grafico G: La aplicacion de un bafio de |00um del agonista DHPG durante |5 minutos induce un LTD
prominente tanto en PyrWT como en Pyr-KO en relacion a sus lineas base.

Grafico H: Promedio de PPR tras la aplicacion de DHPG. Enfrentamiento de los resultados obtenidos en Pyr-W'T
y Pyr-KO durante LTD inducida por DHPG (30-90 minutos post DHPG).
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