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INTRODUCCION MATERIALESY METODOS

Se pretende demostrar que la depresion a largo plazo (LTD) en el hipocampo es dependiente del Ratones.

receptor NMDA y que al inducirla se potencia la comunicacion mediante glutamato entre
astrocito y neurona. Ademas, la expresion de LTD requiere de la seializacion de Ca2+ y de la
liberacion de vesiculas dependientes de SNARE. Por udltimo, descubren que p38 alfa
MAPK astrocitario es necesario para la comunicacion neurona-astrocito y que su
eliminacion inhibe la expresion de la LTD.

Electrofisiologia.
Estimulacion optogenética.
Inmunohistoquimica.
JAVA\VES

1. Lainduccion de LTD suscita la comunicacion entre neurona y astrocito 2. La LTD requiere de la actividad de Ca2+ astrocitario y de la liberacion de

vesiculas
Las sefiales de Ca?* suscitan la comunicacion entre astrocito y neurona en forma de corrientes lentas internas

neuronales (SICs) mediado por la liberacion de glutamato de los astrocitos y la activacion de los receptores
NMDA. La estimulacion a baja frecuencia (LFS) causo un incremento de estas corrientes, apoyando el
hecho de gue un incremento de la concentracién de Ca?* astrocitario intracelular durante la induccion de

Vieron si las sefales de Ca?* en el astrocito modulaban la LTD en la sinapsis CA3-CA1. Analizaron las
consecuencias de la infusion del quelante de calcio BAPTA en el hipocampo de los astrocitos. BAPTA se
difunde a través de las uniones GAP al sincitio de los astrocitos, interfiriendo con la senalizacion del

LTD va acompanada de la liberacion de glutamato de los astrocitos. Ca?* astrocitario. Bajo sus condiciones experimentales, el llenado intracelular de BAPTA fue suficiente para

reducir significativamente la LTD sin afectar a LTP. Finalmente, ninguna de estas manipulaciones
alteraron la transmision sinaptica en esta ruta.

3. La activacion optogenetica de los astrocitos induce LTD

Investigaron si la actividad del astrocito, sin la participacion de la neurona presinaptica, era suficiente para inducir la LTD dependiente de NMDAR. Para explorar esta idea, la actividad del astrocito fue aumentada
usando herramientas optogeneétiicas. Esta fotoestimulacion a baja frecuencia en los astrocitos del hipocampo incrementaron significativamente la frecuencia de la sefalizacion de calcio en el astrocito.

A continuacidén, investigaron si el incremento de la actividad del Ca?* astrocitico era suficiente para suscitar las corrientes internas lentas (SICs) mediadas por glutamato en las neuronas
CALl. La fotoestimulacion selectiva de los astrocitos indujo un incremento en la frecuencia de estas corrientes internas lentas (SICs).

Estos resultados indicaron que la fotoestimulacién de los astrocitos elevaba su Ca?* intracelular e inducia la transmision mediada por glutamato dando lugar a la activaciéon de NMDA en las neuronas piramidales.

4, La LTD mediada por astrocitos implica mecanismos postsinapticos

La estimulacion directa de los gliotransmisores mediado por glutamato son suficientes para inducir LTD dependiente de receptores NMDA en el hipocampo, en los cuales estos receptores actuan como “detectores” de la
salida de glutamato y de la despolarizacion postsinaptica.

La LTD se indujo por fotoestimulacion de los astrocitos. Como se esperaba, la depresion se observaba en las neuronas control (tanto estimuladas eléctricamente como por luz). Las neuronas que poseian MK-
801 (bloguean los receptores NMDA) no fueron capaces de expresar LTD. Estos resultados apoyan fuertemente la interpretacion de que los receptores NMDA localizados en la neurona postsinaptica son requeridos para
la inducir LTD en los astrocitos.

La expresion de la LTD mediada por receptores NMDA en el hipocampo involucra la eliminacion endocitica de los receptores AMPA de la membrana postsinaptica. se sobreexpreso EGFP-GIUA2 y se analizo la
acumulacion del receptor en las espinas de las dendritas basado en la intensidad de la fluorescencia de EGFP. Descubrieron que el ratio de la intensidad de fluorescencia de EGFP en las dendritas disminuia segun se
estimulaba mas el astrocito, confirmando la eliminacion de los receptores AMPA de las espinas dendriticas de las membranas postsinapticas en la LTD mediada por astrocito.

5. p38a MAPK en los astrocitos es necesaria para la sinapsis CA3-CAlen LTD

Tanto p38a y p38beta se expresan en neuronas y celulas e la glia. En el experimento con un raton doble knockout para p383 y que presentaba ademas una delecion condicional de p38a en las
neuronas seguia expresando LTD. Por ello ni p38B ni p38a neuronal son necesarios para LTD dependiente de NMDAR en el hipocampo. Por el otro lado se ha demostrado que la eliminacion completa de
p38a astrocitario lleva a la inhibicion de la expresion de LTD.

6. p38a MAPK es necesaria para el incremento de la liberacion de glutamato en el
astrocito tras LFS

7. La eliminacion de p38a de los astrocitos fomenta la memoria a largo plazo

Se ha podido demostrar que la delecion de p38a tiene consecuencias cognitivas en vivo: la LTD se ve

Al emp|ear una sonda con un sensor para g|utamato en los astrocitos’ infectados por AAV bajo el disminuida en aque”OS cortes tras la delecion in vivo de p380t de los astrocitos del hipocampo. Sin embargo,

promotor de GFAP, durante la LFS se ha detectado que la expresion del neurotransmisor es mas lenta. Por
ello se lleva a cabo un experimento control tras expresar Cre en aguellos astrocitos con una delecion en
p38a. Se observo que el aumento de los potenciales de glutamato durante LFS desaparecen cuando Cre se
expresaba en las celulas de estos animales con una delecion en p38a.

la LTD se preservaba en vehicle-injected y en los ratones que expresaban CRE. Se observa como
la delecion especifica de p38a en los astrocitos muestran una respuesta al frio significativamente mayor
en el dia 30 respecto al dia 2. Estos experimentos control sugieren que un incremento en la respuesta al frio
en aquellos ratones con una delecion de p38a en los astrocitos muestran una mejora de la memoria a largo
plazo en el condicionamiento por miedo. Para asegurase del resultado se analizan los astrocitos infectados de
cada raton, por lo que se ha concluido que la memoria a largo plazo es mediada por p38a.

CONCLUSIONES

- Los resultados revelan que los astrocitos son los intermediarios obligatorios en la expresion de la LTD en el hipocampo, donde dicha sefal se basa en la expresion de p38a MAPK en los astrocitos. Ademas, el
glutamato astrocitario es un conductor intrinseco de este mecanismo. Por otra parte, para que pueda darse la liberacion del neurotransmisor es necesaria la presencia de Ca2+ y vesiculas SNARE.

- La eliminacion geneética de p38a MAPK inhibe la depresion a largo plazo (LTD) en los astrocitos pero no en las neuronas. EI mecanismo de sefializacion de p38a es desconocido.

- Se ha podido observar la importancia de las neuronas y los astrocitos en las distintas fases de la plasticidad sinaptica inducida por estimulacion a baja frecuencia (low frequency stimulation o LFS). La liberacion de
glutamato de la neurona presinaptica es responsable de la depresion sinaptica inicial, mientras que la liberacion lenta de glutamato desde los astrocitos es responsable de la depresion sinaptica a largo plazo.

- Se ha demostrado que la eliminacion de p38a desde los astrocitos del hipocampo puede aumentar el efecto de la memoria a largo plazo in vivo: se refuerza la respuesta al miedo en animales.

- El glutamato liberado por los astrocitos es capaz de reducir la plasticidad sinaptica especifica, de modo que unicamente las sinapsis activadas durante la induccion de LTD producen depresion.

- La plasticidad de la sinapsis del receptor NMDA en el hipocampo es un repetidor obligatorio para la neurona presinaptica y postsinaptica para los cambios en la fuerza sinaptica relacionada con funciones

cognitivas.



