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RESUMEN

POTENCIACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR LOS RECEPTORES
METABOTROPICOS DE TIPO 7 Y B-ADRENERGICOS.

1. Introduccién.

La comunicaciéon entre las neuronas es la base del funcionamiento cerebral y se
establece por medio de uniones celulares altamente especializadas, denominadas
sinapsis. En las sinapsis guimicas, esta comunicacién es mediada por la liberacion de
neurotransmisores desde el terminal presinaptico, que da lugar a la despolarizacion de la
neurona postsinaptica. Los neurotransmisores son almacenados en vesiculas sinapticas,
gue se organizan en torno a la denominada zona activa. Esta regién de la membrana
presindptica localiza las proteinas necesarias para el proceso de fusion de las vesiculas
singpticas, denominadas maquinaria de exocitosis, asi como una gran concentracién de
canales de calcio dependientes de voltaje. La llegada del potencial de accion a la zona
activa induce la entrada de calcio a través de estos canales, que activa la maquinaria de
exocitosis, provocando la fusion de las vesiculas cargadas de neurotransmisores. Para
que se produzca la fusion de las vesiculas sinapticas, estas deben estar fisicamente en
contacto con la membrana de la zona activa (proceso de colocacion o docking) y en un
estado molecular competente para la fusion (proceso de preparacidon o priming). Estos
procesos dependen de la accién de la maquinaria proteica de exocitosis, que comprende
diversas proteinas (Sudhof et al., 2013), como Muncl3, una proteina activada por
diacilglicerol esencial para el proceso de preparacion de las vesiculas sinapticas (Rhee et
al., 2002), que requiere para su accion su interaccién con la proteina RIM (Deng et al.,
2001).

Los procesos de plasticidad sinaptica, que suponen cambios en la intensidad de la
transmisién sinaptica, codifican la comunicacion entre neuronas y son considerados como
el principal mecanismo implicado en la memoria y el aprendizaje cerebral (Kandel et al.,
2014). La plasticidad presingptica depende principalmente de dos mecanismos: la
sefializacion mediada por el calcio que participa en la exocitosis y la activacion de
receptores presinapticos por neurotransmisores y neuropéptidos. En las sinapsis
excitadoras, en las que el glutamato actlia como principal neurotransmisor en el sistema
nervioso central, los receptores metabotropicos de glutamato (receptores mGlu),
pertenecientes a la superfamilia de los receptores acoplados a proteinas G o GPCR,
inician diferentes cascadas de sefalizaciéon que dan lugar a la modulacién de canales
i6nicos y proteinas quinasas (Niswender y Conn, 2010). Los receptores metabotrépicos del
grupo lll, que incluyen los mGlu de tipo 4, 6, 7 y 8, estan localizados en la zona activa
presinaptica, donde median la inhibicion de la liberacién de glutamato a través de la

regulacién, mediada por proteinas Gi/o, de los canales de calcio dependientes de voltaje



RESUMEN

(Takahashi et al, 1996; Millan et al., 2002; Pelkey et al., 2005). Sin embargo, los receptores
mGIlu7 estan también acoplados a la activacion de la fosfolipasa C, PLC (Perroy et al.,
2002; Martin et al., 2010). Asi, en sinaptosomas de corteza cerebral, la activacion
prolongada de los receptores mGlu7 incrementa la liberacion de glutamato por medio de
un mecanismo independiente de proteinas Gi/o, que, sin embargo, implica la hidrolisis de
PIP, y proteinas activadas por DAG. Ademds, este mecanismo es resistente a los
inhibidores la proteinas quinasa C, PKC, y esta asociado a la translocacion a la membrana
presinaptica y activacion de la proteina Muncl13-1, lo que sugiere que este fendémeno
podria estar relacionado con la modulacion de la maquinaria exocitética (Martin et al.,
2010). Es destacable que, en sinapsis de rodajas de hipocampo, también se produce
aumento en la liberacion de glutamato tras la activacion prolongada de los receptores
mGlu7 (Pelkey et al., 2005).

Los receptores mGlu7 estd también acoplados a la inhibicion de la generacién de
cAMP a través de la inhibicion de la adenilato ciclasa por proteinas Gi/o (Schoepp and
Johnson, 1993; Okamoto et al., 1994; Millan et al., 2002). Sin embargo, es destacable que
este fendbmeno so6lo modula la liberacibn de glutamato después de la activacion
farmacolégica de la adenilato ciclasa, por lo que su funcién fisiolégica no ha sido
completamente aclarada. Por otra parte, en sinapsis de hipocampo, la activacion
prolongada de los receptores mGlu7 induce sensibilidad a la modulacién de la liberacion
por cAMP. De esta manera, estas sinapsis no desarrollan ninguna respuesta frente al
incremento de los niveles de cAMP, pero tras la activacion prolongada de los receptores
mGlu7, las mismas sinapsis potencian su liberacion de glutamato en respuesta a cCAMP.
Ademas, estos mecanismos de plasticidad estan asociados a la reduccién en la interaccion
entre los receptores mGlu7 y la proteina RIM1a (Pelkey et al., 2008). Cabe destacar que la
proteina RIM1a es esencial para el desarrollo de procesos de plasticidad mediados por
CAMP (Castillo et al., 2002). Por lo tanto, estas evidencias sugieren un posible papel
bidireccional de los receptores mGlu7 en la regulacion de los mecanismos de potenciacion
de la liberacién mediados por cAMP relacionados con la modulacién de la maquinaria
exocitética.

Por lo tanto, los objetivos de esta tesis doctoral fueron, por una parte, profundizar
en el estudio de los mecanismos de potenciaciéon de la liberacion de glutamato por los
receptores mGlu7, y por otro lado, investigar los mecanismos de modulaciéon de la
liberacion de glutamato dependientes de cAMP que regulan la maquinaria exocitética, con

el propésito de analizar la modulacién de los mismos por los receptores mGlu?.
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2. Resultados

2.1. Potenciacion de la liberacion por receptores mGlu?.

Para alcanzar la magnitud maxima de este fenédmeno de potenciacion, es
necesaria la exposicion prolongada de los sinaptosomas al agonista de los receptores
mGlu7, lo que sugiere que puede existir un acoplamiento débil entre el receptor y la
cascada de sefializacion dependiente de PLC. Sin embargo, encontramos que la inhibicién
de dos enzimas diferentes implicadas en la degradacion del diacilglicerol reduce el tiempo
necesario para el desarrollo de la potenciacién. Por lo tanto, la modulacion del
metabolismo del diacilglicerol puede jugar un importante papel en el desarrollo temporal de
los mecanismos de potenciacion por los receptores mGlu?7.

La liberacién de neurotransmisores depende principalmente de la actividad de los
canales de tipo P/Q y de tipo N (Turner y Dunlap, 1997; Vazquez y Sanchez-Prieto, 1997).
Ademas, en sinaptosomas de corteza cerebral, la expresion y accion inhibitoria sobre la
liberacion de los receptores mGlu7 esta restringida a terminales sinapticos que expresan
canales de tipo N (Millan et al., 2003), los cuales estan peor acoplados a la entrada de
calcio y a la liberacién de neurotransmisores (Millan et al., 2003; Martin et al., 2007). Esto
sugiere que la potenciacion de la liberacion de glutamato por los receptores mGlu7 podria
ser un mecanismo compensatorio asociado a este tipo de terminales. Asi, estudiando
sinaptosomas cerebrocorticales e hipocampales de ratones de genotipo salvaje y carentes
de los canales de calcio de tipo N (Ino et al., 2001), encontramos que la potenciacién de la
liberacién por receptores mGlu7, en sinaptosomas de corteza, ocurre sélo en terminales
con canales de tipo N, en condiciones en las que la liberacion de glutamato es
independiente de la actividad de los canales de calcio. Por otra parte, en sinaptosomas de
hipocampo, en los que los receptores mGlu7 se expresan tanto en botones con canales de
tipo N y P/Q, la potenciacién por los receptores mGlu7 es independiente del tipo de canal
canales de calcio expresado en el terminal.

Por otra parte, quisimos obtener evidencias adicionales de la implicaciéon de la
proteina Muncl13-1 en los mecanismos de potenciacién dependientes de los receptores
mGlu7. Asi, encontramos que la activacion prolongada de estos receptores incrementa la
co-inmunoprecipitacién y por tanto, probablemente la interaccion, entre Muncl3-1 y la
proteina RIM1; asi como el nimero de vesiculas sinapticas cercanas a la membrana de la
Zona activa y preparadas para su liberacion.

La potenciacion de la liberacién por receptores mGlu7 habia sido estudiada
Unicamente en sinaptosomas por medio de ensayos de medida de la liberacion de
glutamato. Por lo tanto, investigamos el efecto de la activaciobn prolongada de los
receptores metabotrépicos de tipo lll en neuronas de cultivos autipticos de hipocampo,

mediantes técnicas de electrofisiologia. Encontramos que este tratamiento farmacoldgico
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revertid la inhibicion de la liberacion inducida por despolarizacién inicial asociada a estos
receptores, siendo este fendmeno mas complejo que la simple desensibilizacién de los
receptores, ya que estd asociado a un incremento de la frecuencia de la liberacion
espontanea y en el tamafio del grupo de vesiculas listas para liberarse. Ademas, estos

fendmenos ocurren tanto en neuronas glutamatérgicas, como en neuronas GABAérgicas.

2.2. Potenciacion de la liberacion de glutamato por los receptores -

adrenérgicos y la proteina Epac.

La forscolina, un activador de la adenilato ciclasa usado habitualmente para
incrementar los niveles de cAMP, aumento la liberacién de glutamato inducida por bajas
concentraciones de KCI, por mecanismos sélo parcialmente dependientes de la proteina
guinasa A, PKA. Para estudiar los efectos de la modulacion de la maquinaria exocitética
por cAMP, estudiamos la liberacion espontdnea, en condiciones de bloqueo de la
generacion de potenciales de accion con el bloqueante de los canales de Na” voltaje
dependientes, tetrodotoxina (TTx), encontrando que la respuesta a forscolina es
completamente independiente de PKA. Ademas, obtuvimos los mismos resultados cuando
inducimos la liberacion, en presencia de tetrodotoxina, con el ionéforo de calcio
ionomicina, que provoca la entrada de calcio para activar la maquinaria exocitética de
manera independiente de los canales de calcio voltaje dependiente. Por lo tanto, la
aplicacion de TTx aisla el componente PKA independiente de la potenciacion de la
liberacion de glutamato por cAMP, de acuerdo a evidencias previas obtenidas por otros
autores (Gekel y Neher, 2008). Ademas, encontramos que el agonista de los receptores [3-
adrenérgicos (B-AR), isoproterenol, y el activador de Epac (proteina intercambiadora de
nucleétidos de guanina activada por cAMP), 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP (8-pCPT), produce
una respuesta de igual magnitud y que ocluye la potenciacion de la liberacion por
forscolina. Asi mismo, mediante el marcaje con particulas de oro, encontramos que los
receptores B-AR se expresan principalmente en las zonas activas presinapticas de las
sinapsis excitadoras en rodajas de corteza cerebral. Ademas, descubrimos que la
activacion de los B-AR/Epac, en presencia de TTx, esta acoplada a la hidrdlisis de PIP,, y
que estos mecanismos de potenciacion son sensibles a los inhibidores de la PLC y de
proteinas activadas por DAG, pero no a los inhibidores de PKC. Asi, se ha propuesto que
Epac puede activar la isoforma PLC ¢ (Schimidt et al., 2001). Ademas, encontramos que
isoproterenol y 8-pCPT dan lugar a la translocacion y activacion de la proteina Munc13-1;
aumentan la co-inmunoprecipitaciéon, y por tanto, probablemente la interaccién, entre
Muncl13-1/RIM1 y entre RIM1/Rab3a; e incrementan el nimero de vesiculas sinapticas
cercanas a la membrana de la zona activa presinaptica. Por lo tanto, los resultados

obtenidos sugieren que los B-AR activan la proteina Epac para potenciar la liberacion de
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glutamato por medio de un mecanismo dependiente de PLC/DAG y que probablemente
modula las proteinas exocitéticas Munc13-1y RIM.

A continuacion, estudiamos el efecto de la activacion de los B-AR y Epac en
cultivos primarios de neuronas corticales transfectadas con el plasmido que codifica la
expresion de vGlutl-pHluorina. Las sinapto-pHuorinas son proteinas de las vesiculas
singpticas que modifican su fluorescencia durante los procesos de exo/endocitosis,
permitiendo monitorizar la liberacion y endocitosis de las vesiculas sindpticas (Burrone et
al., 2006). Descubrimos que isoproterenol y 8-pCPT aumentan la liberacion espontanea en
presencia de TTX, la liberacién inducida por despolarizacion empleando estimulaciones
eléctricas de campo, y el tamafio de los grupos de vesiculas preparadas para la liberacion
y de reciclamiento. Ademas, estos tratamientos modificaron la cinética de endocitosis, sin
alterar la cinética de exocitosis o la probabilidad de liberacion. Asi mismo, mediante el
estudio del ratén mutante H567K de Muncl13-1, que no une DAG, y el raton carente de la
proteina RIM1a, encontramos que la respuesta a isoproterenol y 8-pCPT depende de la

union de DAG a Munc13-1y de la expresion de la proteina RIM.

2.3.Senalizacion cruzada entre los receptores mGlu7 y B-adrenérgicos en la

potenciacion de la liberacidon de glutamato.

La co-expresion de GPCR en el terminal presinaptico y la interaccién funcional
entre estos receptoresn puede tener un papel importante en la regulacion de la liberacion
de neurotransmisores. Los receptores mGlu7 se expresan en la zona activa presinaptica
(Shigemoto et al., 1996), y hemos encontrado que los receptores 3-AR se también se
expresan en esta localizacion subcelular en la corteza cerebral, lo que sugiere que estos
receptores podria presentar una relacion funcional. La reduccién en los niveles de cAMP
por accién de los receptores mGlu7 requiere una activacion previa de la AC (Millan et al.,
2002; Martin et al., 2007), por lo que este fendmeno podria estar relacionado con
cascadas de sefializacién que aumenten los niveles de cAMP, como la dependiente de los
B-AR que hemos estudiado. Ademas, se ha sugerido que la activacion prolongada de los
receptores mGlu7 puede modular la sensibilidad a cAMP de las sinapsis, probablemente a
través de la modulacion de RIM1a (Pelkey et al., 2008), y nuestros resultados muestran
que las vias de potenciacion dependientes de los receptores mGlu7 y B-AR probablemente
dependan de las mismas proteinas de la maquinaria exocitética. Por lo tanto, estudiamos
la co-expresién de estos receptores, asi como la posible interaccion funcional entre los
mismos.

Encontramos que los receptores mGlu7 y B-AR co-localizan en una subpoblacién
de terminales presinapticos en la corteza cerebral, tanto en rodajas como en sinaptosomas

de corteza cerebral, y que estos receptores forman parte de los mismos complejos
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proteicos, estudiados mediante co-inmunoprecipitacion. Ademas, descubrimos que la
activacion breve de los receptores mGlu7 inhibe sélo parcialmente la respuesta a
forscolina, mientras que suprime completamente la potenciacion dependiente de los B-AR,
indicando la estrecha relacion entre estos receptores. Por otra parte, encontramos que la
activacion conjunta de las vias de potenciacion dependientes de los receptores mGIu7 y [3-
AR puede dar lugar a una respuesta supra-aditiva, en condiciones en las que se evita la
inhibicion por mGIlu7/Gi/o/AC. En conjunto, estos resultados muestran que los receptores
mGIlu7 pueden desempefiar un papel bidireccional en la modulacion de la via de
potenciacion de la liberacion dependiente de la modulacion de la maquinaria exocitética
por B-AR/cAMP/Epac.
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CROSS-TALK BETWEEN METABOTROPIC GLUTAMATE 7 AND B-ADRENERGIC
RECEPTORS IN GLUTAMATE RELEASE POTENTIATION.

1. Introduction.

The communication between neurons is the basis of the brain function. At chemical
synapses, this phenomenon is mediated by neurotransmitter release from the presynaptic
terminal, which subsequently induces a response in the postsynaptic neuron.
Neurotransmitters are stored in synaptic vesicles which are distributed along the
presynaptic boutons and close to the active zone. This presynaptic plasma membrane
region localizes the proteins that are involved in vesicle fusion, known as the release
machinery, and a high concentration of voltage dependent calcium channels. The arrival of
an action potential to the active zone gates calcium influx through voltage dependent
calcium channels, thereby activating the release machinery and triggering the synaptic
vesicles fusion with the active zone plasma membrane, and the synaptic transmission.
Synaptic vesicles must be physically attached to the active zone membrane (docking) and
achieve a competent molecular state for fusion (priming). The release process involves the
action of the release machinery that includes several proteins (Sudhof 2013), such as
Muncl3, a DAG-binding protein essential for the priming of synaptic vesicles for the release
(Rhee et al., 2002) through its interaction with RIM protein (Deng et al., 2011).

Synaptic plasticity involves changes in synaptic transmission that are widely
considered as a primary mechanism for learning and memory (Kandel et al., 2014).
Therefore, use-dependent presynaptic plasticity is triggered mainly by first, the calcium
influx through voltage dependent calcium channels during exocytosis, and secondly, the
activation of presynaptic receptors by neurotransmitters or peptides (deJong y Verhage,
2009). At excitatory synapses, metabotropic glutamate receptors (mGlu receptors), of the
G-protein coupled receptors superfamily (GPCR), triggers different signalling cascades
involved in the modulation of ion channels and kinase proteins (Niswender and Conn,
2010). Group Il metabotropic glutamate receptors, which include mGlu 4, 6, 7 and 8
subtypes, are localized at the active zone and mediate feedback inhibition of glutamate
release through the modulation of voltage dependent calcium channels via Gi/o proteins
(Takahashi et al, 1996; Millan et al., 2002; Pelkey et al., 2005). However, mGlu7 receptors
are also coupled to phospholipase C (PLC) activation (Perroy et al., 2000; Martin et al.,
2010). Furthermore, in cerebrocortical synaptosomes, the prolonged activation of mGlu7
receptors enhances glutamate release via a Gi/o-independent pathway that involves the
hydrolysis of PIP, and DAG-binding proteins. Moreover, this mechanism is resistant to
protein kinase C inhibitors, and it is associated with the translocation and activation of

Munc13-1 protein, suggesting that this response targets the release machinery (Martin et
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al., 2010). Interestingly, an increase in glutamate release after mGlu7 receptors prolonged
activation is also observed at hippocampal slices (Pelkey et al., 2005).

mGIu7 receptors are also coupled to the inhibition of adenylate cyclase (AC), and
thus, to cAMP generation, through a Gi/o-dependent signalling pathway (Schoepp and
Johnson, 1993; Okamoto et al., 1994; Millan et al., 2002). However, this signalling pathway
only modulates the glutamate release after pharmacological activation of AC, and
therefore, the physiological role of this process remains unclear. Furthermore, in
hippocampal synapses, prolonged activation of mGlu7 receptors induces cCAMP sensitivity
for release modulation. Thus, while naive synapses are insensitive to cAMP elevation, after
mGlu7 prolonged activation, these same synapses increase glutamate release in response
to an increase in cAMP levels. In addition, this plasticity mechanism is associated to a
reduction in the interaction between mGIlu7 receptor and RIM1a protein (Pelkey et al.,
2008). Interestingly, RIM1a protein is essential for cAMP-dependent plasticity mechanisms
(Castillo et al., 2002). Therefore, these evidences argue again a possible bidirectional role
of mGIu7 receptors in CAMP dependent increase of glutamate release, probably related
with the targeting of the release machinery.

Thus, our aims in this thesis were, first to delve into the mGlu7 receptor-dependent
increase of glutamate release mechanism and, secondly to analyse cAMP-dependent
pathways that target the release machinery in order to study its modulation by mGlu7

receptor.

2. Results.

2.1. mGlu7 receptor-dependent enhancement of glutamate release.

In order to reach the maximum effect of the mGlu7-dependent enhance in the
glutamate release, a prolonged exposure to the receptor agonist is needed, suggesting a
weak receptor coupling to the PLC signalling cascade. Nevertheless, we found that the
inhibition of two different enzymes involved in diacylglycerol degradation remarkably
reduced the time required for triggering this phenomenon. Thus, the diacylglycerol
metabolism modulation plays an important role in controlling the time course of the mGlu7
potentiation pathway.

Neurotransmitter release mainly depends on the activity of P/Q and N voltage
dependent calcium channels (Turner and Dunlap, 1997; Vazquez and Sanchez-Prieto,
1997). In cerebrocortical synaptosomes, mGIlu7 expression and its inhibitory effect on
release is only observed in presynaptic terminals with N-type calcium channels (Millan et
al., 2003), which are less efficiently coupled to calcium influx and neurotransmitter release
(Millan et al., 2003; Martin et al.,, 2007), suggesting that the mGlu7-dependent
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enhancement of glutamate release could be a compensatory mechanism associated to this
kind of presynaptic boutons. By studying cerebrocortical and hippocampal synaptosomes
from WT and N-type calcium channels KO, we found that in the cortex the mGlu7-
dependent potentiation occurs only in synaptic boutons that expressed N-type calcium
channels, under conditions in which glutamate release is independent of the calcium
channels activity. On the other hand, in hippocampal synaptosomes, in which mGlu7
receptors are co-expressed in both P/Q and N-type containing synaptic terminals, the
potentiation associated to this receptor was independent of the calcium channel
expression.

Moreover, in order to obtain additional evidences about the role of Munc13-1 in the
mGlu7-dependent enhancement of glutamate release, we discovered that the prolonged
activation of the receptor increased the co-immunoprecipitation, and likely the interaction,
between Muncl13-1 and RIM protein; and also increased the number of synaptic vesicles
closed to the active zone membrane analysed by electron microscopy.

The mGlu7-dependent mechanism of neurotransmitter release enhancement was
only studied by glutamate release assays in synaptosomes. Thus, we investigated the
effects of prolonged exposure to group lll agonist by electrophysiology techniques in
autaptic hippocampal cultures. We found that this pharmacological treatment, both in
glutamatergic and GABAergic neurons, reversed the initial inhibition of evoked release, and
this phenomenon goes beyond a simple receptor desensitization, because it is associated
to an increase in the spontaneous release frequency and in the size of the readily

releasable pool of synaptic vesicles.

2.2. B-adrenergic receptor and Epac dependent enhancement of glutamate

release.

Forskolin, an AC activator commonly used to increase cAMP levels, enhanced the
evoked glutamate release from synaptosomes induced by low concentrations of KCI
through mechanisms only partially dependent of PKA. To isolate the cAMP action on the
release machinery we analysed spontaneous release, using the Na® channels blocker
tetrodotoxin (TTx), with the result of a forskolin response that is largely independent of
PKA. Similar results were obtained when, in the presence of TTx, glutamate release was
induced with ionomycin, a calcium ionophore which deliveries calcium to the release
machinery in a calcium channels independent manner. Therefore, TTx isolated the PKA
independent component of cAMP-dependent enhance of glutamate release, according to
previous evidences (Gekel and Neher, 2008). We also found that the 3-adrenergic receptor
(B-AR) agonist, isoproterenol, and the Epac (exchange protein directly activated by cAMP)
protein activator, 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP (8-pCPT), mimicked and occluded the forskolin
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induced response. Furthermore, by inmunogold staining, we found that f-ARs were mainly
expressed at the presynaptic active zone of excitatory synapses cerebrocortical slices.
Moreover, we discovered that 3-AR/Epac activation in the presence of TTx, was coupled to
PIP; hydrolysis, and was sensitive to PLC and DAG-binding proteins inhibitors, but not to a
PKC inhibitor. Thus, Epac is coupled to the activation of PLCe isoform (Schmidt et al.,
2001). In addition, we found that isoproterenol and 8-pCPT promoted Muncl3-1 protein
translocation/activation; increased the co-immunoprecipitation, and thus probably the
interaction, between Muncl13-1/RIM1 and RIM1/Rab3a; and enhanced the number of
synaptic vesicles closed to the presynaptic plasma membrane analysed by electron
microscopy. Then, our results indicate that B-AR activates Epac proteins to enhance
glutamate release through a PLC/DAG signalling pathway and probably by targeting the
release machinery proteins Munc13-1 and RIM1a.

Next, we studied the effect of B-AR and Epac protein activation in cortical primary
cultures transfected with vGlutl-pHluorin. Synapto-pHluorins are synaptic vesicle proteins
that modify their fluorescence during the exo/endocitotic events, working as an optical
indicator of vesicle release and recycling (Burrone et al., 2006). We found that
isoproterenol and 8-pCPT enhanced the spontaneous release in the presence of TTx, the
evoked release induced by field stimulation and the readily releasable and recycling pool of
synaptic vesicles. These drugs also modulated endocytosis kinetics, without changing
exocytosis kinetics or release probability. Moreover, by studying the Munc13-1 H567K
(Rhee et al.,, 2002) and the RIM1a KO (Schoch et al., 2002), we discovered that
isoproterenol and 8-pCPT action involved the binding of DAG to Munc13-1 protein and the

expression of RIM1a protein.

2.3. Cross-talk between mGlu7 and B-adrenergic receptors in glutamate release

modulation.

The co-expression of presynaptic GPCRs and the functional interaction between
their signalling pathways might play an important role in the regulation neurotransmitter
release. mGlu7 receptors are expressed at the active zone (Shigemoto et al., 1996) and we
have found that B-ARs show a similar subcellular localization in the cerebral cortex, which
prompted us to study the potential interaction between the signalling pathways associated
to these receptors. It is well established that the reduction by mGlu7 receptors of cAMP
levels is dependent on AC activation (Millan et al., 2002; Martin et al., 2007), and thereby
related to signalling cascades involving CAMP generation, such as that initiated by B-ARs.
Moreover, it has been proposed that the sensitivity of hippocampal nerve terminals to
release enhancement by cAMP is switched by prolonged activation of mGIu7 receptors

(Pelkey et al., 2008), and our results showed that glutamate release enhancement by B-AR
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and mGlu7 receptors involve the same release machinery proteins. Thus, we searched for
co-expression of these receptors and the interaction between their signalling pathways.

We found that mGlu7 and B-AR co-localized in a subpopulation of presynaptic
terminals in the cerebral cortex, both in slices and in synaptosomes and that both proteins
are part of the same protein complex as shown by immunoprecipitation. Moreover, we
found that a brief activation of mGlu7 receptors inhibited cCAMP generation and completely
avoided the enhancement of glutamate release due to $-AR signalling cascade activation,
showing the close relationship between these receptors. In contrast, mGlu7-dependent
inhibition of forskolin responses was only partial. On the other hand, we found that the
simultaneous activation of mGlu7 and -AR enhance glutamate release to a supra-additive
response, provided that the two signalling pathways are activated to bypass the mGlu7/Gi/o
mediated inhibition of the B-AR/Gs mediated increase in cAMP. Overall, our results showed
that mGlu7 receptor played a bidirectional role in the modulation of cAMP-dependent

mechanisms which target the release machinery.

G protein
PTX-resistant

| &8ss

G Munc13 RIM

Crosstalk between B-AR and mGlu7 receptors in glutamate release potentiation. [3-adrenergic
receptor (B-AR) activation increases cAMP levels, activating the exchange protein directly activated by
cAMP (Epac). Epac activates phospholipase C (PLC) / diacylglycerol (DAG) / Muncl13-1 pathway and
promotes the interaction between Rab3A and RIM protein, resulting in the increase of the size of the
ready reliable pool and glutamate release enhancement. Brief activation of mGlu7 receptors abolish
cAMP generation by B-AR, whereas prolonged activation of mGlu7 receptors, couple the receptor to the
PLC/DAG/Munc13-1 pathway that interplay with the B-AR-dependent cascade signalling inducing a
supra-additive response in glutamate release.
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3. Concluding remarks.

3.1. The mGlu7-dependent enhancement of glutamate release requires a prolonged period

of pharmacological receptor activation to reach high DAG levels.

3.2. The mGlu7-dependent potentiation of glutamate release probably involves Munc13-1

protein.

3.3. The mGlu7-dependent increase of glutamate release is independent of the type of

voltage dependent calcium channels expressed at the nerve terminal.

3.4. Prolonged activation of type Ill metabotropic receptors in autaptic hippocampal cultures
reverses the inhibition of evoked release and enhances spontaneous release frequency

probably through an increase in the ready releasable pool of synaptic vesicles.

3.5. B-adrenergic receptors enhance glutamate release through Epac protein in
cerebrocortical synaptosomes. This signalling cascade involves phospholipase C and

probably, release machinery proteins Munc13-1 and RIM1a.
3.6. B-adrenergic/Epac activation enhances spontaneous and evoked release in cortical
primary cultures. This mechanism is associated with an increase in the ready releasable

and recycling pools of synaptic vesicles and changes in the endocytosis kinetics.

3.7. B-adrenergic/Epac-dependent increase in release is abolished in Muncl13-1 H567K

mutant and in RIM1a KO in cerebrocortical neurons.

3.8. mGIu7 receptors play a bidirectional role in the modulation of B-adrenergic/Epac-

dependent potentiation of glutamate release.
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8-pCPT
AC
ADA
AgaTx
AMPA
AP
ATP
B-AR
BFA

Bisindolil
BSA
CaM
CaMK
cAMP
CMDz

ConoTx
DAG
DAPI
DIV
DTT
EAAT
EBSS
EDTA
EGTA
Epac
EPSC

Fosc

FRET
GABA
GDH
GEF
GFP
GIRK
GPCR
GTP/GDP
H567K
H-89
HBM
HCN
HEPES
HFS
HRP

8-pCPT-2"0O-Me-cAMP.

adenilato ciclasa.

adenosina desaminasa.

w-Agatoxina-IVA.

a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazolil-4 propionato.

potencial de accion.

adenosin trifosfato.

receptores 3-adrenérgicos.

brefeldina A : 1, 6, 7 ,8 ,9 ,11 ,12 ,13 ,14 ,142 -Decahidro-1,13-dihidroxi-6-metil-4H-ciclopenten-
oxaciclotridecin-4.

bisindolilmaleimida I: 3,4 —Di(1H-indol-2-il)-1Hpirrol-2,5-diona.

albimina de suero bovino.

calmodulina.

calmodulina quinasa.

adenosin 3°,5"-monofosfato ciclico.

calmidazolium:1-[Bis(4 chlorofenil)metil]-3-[2-(2,4 diclorofenil)-2-(2,4-diclorobenziloxi)etil]-1H-
imidazolium cloruro.

w-Conotoxina-GVIA.

diacilglicerol.

4 ' 6-diamino-2-fenilindol.

dias in vitro.

ditiotreitol.

transportador de aminoacidos excitadores.

solucion de sales estabilizada de Earle.

acido etilendiaminotetraacético.

acido etilenglicol-bis(B-aminoetil éter)- N, N, N’, tetraacético.

proteina intercambiadora de nucleotidos de guanina activada por cAMP.

corriente postsinaptica excitadora.

forscolina:  (3R,4aR,5S,6S,6aS,10S,10aR,10bS)-6,10,10b-trihidroxi-3,4a,7,7,10a-pentametil-1-oxo-
3-vinildodecahidro-1H-benzo[flcromen-5-il acetato.

transferencia de energia por resonancia de fluorescencia.

acido gamma amino butirico.

glutamato deshidrogenasa.

factor intercambiador de nucleétidos de guanina.

proteina verde fluorescente.

canales responsables de la corriente rectificadora de entrada de K* modulados por proteinas G.
receptores acoplados a proteinas G.

guanosin tri/difosfato.

mutacion en el residuo 567 de Munc13-1, que evita su unién a diacilglicerol.
N-[2-((p-bromocinamil)amino)etil]-5-isoquinolinesulfonamida.

medio tamp6n HEPES.

canales catiénicos activados por despolarizacion y modulados por nucle6tidos ciclicos.
acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetil sulfénico.

estimulacion de alta frecuencia.

peroxidasa de rabano.

inmunotransferencia.

3-isobutilmetilxantina.

inmunoprecipitado.

inositol monofosfato.

inositol 1,4,5-trifosfato.
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IPSC corriente postsinaptica inhibidora.

KCI cloruro potésico.

KO knockout: modelo animal modificado genéticamente con ausencia de expresién de una proteina.
L-AP4 acidoL-(+)-2-amino-4-fosfonobutirico.

LTP/LTD potenciacién/depresion sinaptica a largo plazo.

MacM proteina de macréfagos miristoilada rica en alanina sustrato de la quinasa C.
mGlu receptor metabotrépico de glutamato.

MPIP 6-(4-Metoxifenil)-5-metil-3-(4-piridinil)-isoxazolo[ 4,5-c]piridin-4(5H).
NADP/H forma oxidada/reducida del dinucleétido de nicotinamida adenina fosfato.
NE norepinefrina.

NGS/NDS suero normal de cabra/burro.

NMDA N-metil-D-aspartico.

PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida.

PBS tampén fosfato salino.

PCR reaccion de la polimerasa en cadena.

PDBu 4-B-forbol-12,13-dibutirato.

PDE fosfodiesterasa.

PFA paraformaldehido.

PIP, fosfatidil inositol 4,5 bifosfato.

PKA proteina quinasa A o dependiente de cAMP.

PKC proteina quinasa C.

PLC fosfolipasa C.

Pr probabilidad de liberacion.

Prop propanolol: (RS)-1-(isopropilamino)-3-(naftalen-1-iloxi)propan-2.
PSD densidad postsinaptica.

PTP potenciacion sinaptica posttetanica.

PTx téxina pertisica.

Rab proteina analoga a Ras en cerebro.

RIM molécula de interaccion con Rab.

RIM-BP proteina de unién a RIM.

ROI region de interés.

RP grupo de SVs de reciclamiento.

RRP grupo de SVs preparadas para su liberacion.

RtP grupo de SVs de reposo o de reserva.

SDS dodecil sulfato sodico.

SNAP proteina soluble unida a NSF.

SNARE receptores de SNAP.

SNC sistema nervioso central.

Sp-8-Br 8-bromoadenosina-3"-5"-monofosforotioato ciclico.

STP/STD potenciacion /depresion sinaptica a corto plazo.

SVs vesiculas sinapticas.

TBS tampon tris salino.

Tris tris(hidroximetil)aminometano.

TRP grupo de reciclamiento total.

TTx tetrodotoxina.

U73122/343 1-[6-((17B-3-Metoxiestra-1, 3, 5(10)-trien-17-il)amino)hexil]- 1H-pirrol/idin-2, 5-diona.
v-ATPasa ATPasa vacuolar.

VDCC canales de calcio dependientes de voltaje.

vGlut transportador vesicular de glutamato.

WT genotipo salvaje.

ZD7288 4-Etilfenilamino-1,2-dimetil-6-metilaminopirimidinium cloruro.

25



.  INTRODUCCION



INTRODUCCION

1. SINAPSIS GLUTAMATERGICAS

1.1.Sinapsis quimicas.

La comunicacién entre las neuronas es la base del funcionamiento cerebral, y se
establece por medio de uniones funcionales altamente especializadas, denominadas
sinapsis, que pueden ser de tipo eléctrico o quimico. En las sinapsis eléctricas la corriente
se transmite a través de uniones de hendidura o “gap junctions”, conformadas por canales
proteicos que permiten el paso de iones.

Sin embargo, la sinapsis mas abundantes y de mayor relevancia en el sistema
nervioso central (SNC) de vertebrados son las sinapsis quimicas. En estas sinapsis, una
molécula de neurotransmisor es liberada del terminal axénico de la neurona presinaptica,
activando receptores de la membrana de la neurona postsinaptica (Fig. 1.1). Los
neurotransmisores son almacenados en vesiculas sinapticas (SVs) en el interior del
terminal presinaptico. Estas vesiculas se organizan en torno a la zona activa, que contiene
las proteinas necesarias para su fusién, denominadas maquinaria exocitética.

La bicapa lipidica de las membranas celulares impide el paso libre de iones, de
manera que el potencial de membrana en reposo se debe a la diferencia en la
permeabilidad y concentracién de iones entre el interior y el exterior celular, siendo estos
gradientes mantenidos por el transporte activo de dichos iones. De esta manera el
potencial de membrana en reposo en la mayoria de neuronas es de aproximadamente -
70mV. La despolarizacion de la membrana como consecuencia de la apertura de los
canales de sodio (Na") dependientes de voltaje, tras superar el potencial umbral de disparo
(aproximadamente -50 a -55mV), genera el potencial de accién. El potencial de membrana
vuelve al estado de reposo, por la apertura de canales de potasio (K*) e inactivacién de los
canales de sodio. El potencial de accion se propaga por la membrana axonal hasta
alcanzar los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC), que se concentran en la
zona activa. La apertura de los VDCC origina una elevacién de la concentracién de Ca?*
en la zona activa, desde aproximadamente 100nM en estado de reposo (Wadel et al.,
2007) hasta concentraciones del rango de micromolar, estimadas como concentraciones
umbral de disparo y maxima, 10uM y 50 uM, respectivamente (Schneggenburger y Neher,
2005). El incremento de Ca?* dispara la fusién de las vesiculas sindpticas, al unirse este
i6n a las proteinas que actian como sensores de Ca®" de la maquinaria exocitética,
liberandose el neurotransmisor al espacio que separa las neuronas pre- y postsinapticas,
denominado hendidura sinaptica. El neurotransmisor activa receptores ionotropicos,
canales i6nicos operados por la unién de ligandos, que median la despolarizacién de la
membrana postsinaptica, aumentando la posibilidad de la generacion de un nuevo
potencial de accién. La neurona postsinatica también puede recibir estimulos de sinapsis

inhibidoras (GABAérgicas o glicinérgicas), que hiperpolarizan la célula, disminuyendo la
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Fig 1.1. Sinapsis glutamatérgicas. Representacion del ciclo vesicular sinaptico y de los distintos tipos de
receptores y canales presentes en las sindpsis glutamatérgicas (basado en Swanson et al., 2005; Janh y
Fasshauer, 2012; Ackerman et al., 2015)

posibilidad de la generacion de un nuevo potencial de accion. Por lo tanto, la neurona
postsinaptica integra espacial y temporalmente los impulsos excitadores e inhibidores,
pudiendo generar un nuevo potencial de accion si el resultado de esta integracién es una
despolarizaciéon suficiente para activar los canales de Na' dependientes de voltaje. El
potencial de accion en la célula postsinaptica se propaga por el axén hasta sus terminales
presinapticos, continuando la transmision del impulso nervioso a través de la red neuronal.
Ademas, los neurotransmisores pueden actuar sobre receptores acoplados a proteinas G

(GPCR), que median respuestas intracelulares que modulan la neurotransmision.
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1.2.Glutamato: sintesis y transporte

Las sinapsis glutamatérgicas se caracterizan por emplear como neurotransmisor el
L-glutamato, forma ionizada del acido L-glutdmico, que es el principal neurotransmisor
excitador del SNC. La sintesis del glutamato se produce en el ciclo de Krebs por medio de
la transaminacion del a-cetoglutarato, o por hidrélisis del grupo amino de la glutamina por
accion de la enzima glutaminasa, localizada en las mitocondrias del terminal presinaptico
(Kandel et al. 2000).

El glutamato es almacenado en las vesiculas sinapticas, a una concentracion
aproximada de 150mM (Takamori et al., 2006), por medio de los transportadores
vesiculares especificos de glutamato (vGlutl-3). Estos transportadores acumulan
glutamato gracias al gradiente electroquimico de protones generado por la bomba de
protones v-ATPasa (Tabb et al., 1992) y como consecuencia del potencial de membrana
de la vesicula sinaptica (Omote et al., 2011).

El glutamato liberado en la hendidura sinaptica es recaptado y transportado a
través de las membranas plasmaticas por medio de transportadores especificos presentes
en las células de glia (EAAT 1,2) y en las neuronas (EAAT 3-5). Los EAAT2 también se
localizan en el terminal presinaptico en el hipocampo, mientras que los EAAT3-5 presentan
una expresion preferentemente postsinaptica, limitandose la expresion de EAAT4 y EAATS
a las células de Purkinje del cerebelo y a la retina, respectivamente (Fig. 1.1. Vandenberg
y Ryan, 2013). En las células de glia, el glutamato recaptado se transforma en glutamina
por accion de la glutamina sintasa, y se reincorpora a la presinapsis por medio de
transportadores especificos. En los terminales presinapticos, la glutamina vuelve a ser
convertida en glutamato por la enzima glutaminasa, para ser almacenado en las SVs por
medio de los vGlut (Anderson y Swanson, 2000; Edwards, 2007).

El control de liberacion de la glutamato y de su recaptacion es de gran
importancia, ya que la elevacién anormal de la concentracion de glutamato en la sindpsis
es la causa de la degeneracion y muerte neuronal asociada a determinadas patologias,
tanto de caracter agudo, como los estados de hipoglucemia, hipoxia e isquemia
cerebrales, como de desarrollo crénico, propias de procesos neurodegenerativos, como las

enfermedades Alzheimer, Parkinson, Huntington o la esclerosis lateral amiotréfica.

1.3.El terminal presindptico.

Respecto a la estructura microscépica o ultraestructura del terminal presinaptico,
se distinguen dos tipos principales de sinapsis, las asimétricas, que se corresponden con
las sindpsis excitadoras o glutamatérgicas (Fig. 1.2.A), y las simétricas, correspondientes a
las sinapsis inhibidoras o GABAérgicas/glicinérgicas (Harris y Weinberg., 2012). Los

terminales o botones presinapticos contactan con una o varias postsinapsis (Shepherd y
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Harris, 1998), caracterizadas, en el caso de las sinapsis asimétricas, por la presencia de la
densidad postsindptica, una zona electrodensa que se extiende 35-50 nm desde la
membrana hacia el citoplasma postsinaptico, y que es reflejo de la gran densidad proteica
postsinaptica (Gulley y Reese, 1981; Landis y Reese 1983; Fig. 1.2. A, flecha verde). La
hendidura sinaptica es un pequefio espacio (~20nm) que separa el terminal presinaptico
de la postsinapsis. Este espacio es muy electrodenso (Luci¢ et al., 2005; Zuber et al.,
2005), por lo que realmente no se trata de un espacio vacio, sino que contiene muchas
proteinas, como proteinas de adhesion celular que permiten la correcta aposicion de las
estructuras pre- y postsinptica (Dityatev et al., 2010).

Los terminales presinapticos del SNC contienen las vesiculas sinapticas (SVs)
rellenas de neurotransmisor, de tamafio ~30-50 nm, otros tipos de vesiculas minoritarias,
endosomas y de ninguna a varias mitocondrias. Sin embargo, ultraestructuralmente no se
observan microtibulos o elementos del citoesqueleto, reticulo endoplasmatico ni
poliribosomas (Harris y Weinberg., 2012; Fig. 1.2. Ay B), aunque puede existir sintesis de
proteinas en los terminales (Akins et al.,, 2009). Ademas de las SVs, se han descrito
vesiculas claras de gran tamafio (mas de 60nm), probablemente rellenas también de
neurotransmisor (Henze et al., 2002) o vesiculas grandes de nucleo denso (LDCV, del
inglés large dense core vesicles) de didmetro ~80nm que contienen neuropéptidos
(Torrealba y Carrasco, 2004).

Las técnicas de microscopia electrénica mas recientes, como la de fijacion a alta
presion (Siksou et al., 2007) o la crio-tomografia electrénica (Fernandez-Busnadiego et al.,
2010; Fig. 1.2.B), han mostrado que las SVs estan unidas entre si por conectores
(connectors) (Siksou et al., 2007; Fernandez-Busnadiego et al., 2010; Fig. 1.2. B.1) yala
membrana de la zona activa por uno o varios filamentos de anclaje (tethers) (Fernandez-
Busnadiego et al., 2010; Fig. 1.2. B. 2).

Funcionalmente, las SVs se pueden clasificar funcionalmente en varios grupos o
pools (Rizzoli y Betz, 2005; Alabi y Tsien, 2012; Fig.1.2.D.): 1) El grupo preparado para la
liberacion (RRP, del inglés readily releseable pool), que es liberado rapidamente en
respuesta a un estimulo. A nivel ultraestructural o posicional, el RRP se corresponde con
las SVs en contacto con la membrana de la zona activa (Iming et al., 2014). 2) El grupo de
reciclamiento (RP, del inglés recycling pool), que es movilizado después de liberar el RRP
(el RRP y el RP pueden ser denominados en su conjunto grupo de reciclamiento total o
TRP; Alabi y Tsien, 2012) 3) El grupo de reserva o reposo (RtP, del inglés resting o
reserve pool), que sélo puede ser movilizado en condiciones de estimulacion muy intensas
consideradas no fisioldgicas. Salvo en el caso de RRP, no ha sido determinada la relacion
entre la posicidn ultraestructural de las SVs y su clasificacién funcional. Ademas, se ha
definido un cuarto grupo, el grupo de intercambio intersinaptico o superpool (Staras et al.,
2010; Herzog et al., 2011).
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Fig 1.2. La zona activa presinapticas. (A) Imagen de microscopia electronica de la ultraestructura de las zonas
activas. Flechas verdes, densidades postsinapticas de sindpsis asimétricas; sp, espina dendritica; mito,
mitocondria (Harris y Weinberg, 2012) (B) Imagen del terminal presinaptico por crio-tomografia electrénica,
mostrando los conectores (B.1) y los filamentes de anclaje (B.2). PSD, densidad postsinaptica; SC, hendidura
sinaptica (Fernandez-Busnadiego et al., 2010). (C) Proteinas de la zona activa (basado en Mittelstaedt., 2010 y
Chua et al., 2010). (D) Grupos funcionales de SVs. 30
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Las zonas activas son zonas de la membrana presindptica altamente
especializadas en el proceso de fusién vesicular, en las que las SVs entran en contacto
con la membrana del terminal presinaptico. Las zonas activas del SNC presentan una
forma discoidal con un tamafio de 0.2-0.5um de diametro (Sudhof, 2012). Las técnicas
tradicionales de fijacion quimica muestran una serie de agregados electrodensos,
denominados proyecciones electrodensas, que conforman una malla hexagonal entre los
que se intercalan las SVs en contacto con la membrana (Pfenninger et al., 1972; Limbach
et al.,, 2011; Stiglohet et al., 2011), aunque las técnicas de microscopia electrénica
modernas no muestran estas proyecciones (Siksou et al., 2007; Fernandez-Busnadiego et
al., 2010; Fig. 1.2. B. 2). Las microrregiones de la zona activa en las que ocurre la fusion
de las SVs, son denominadas sitios activos. El nicleo de la zona activa esta constituido
por cinco proteinas (RIM, Munc13, RIM-BP, a-liprinas y ELKS) y los VDCC. Ademas, las
proteinas Piccolo, Basoon, el complejo CASK/MALS/MINT o ERC estan asociadas a las
zonas activas (Schoch y Gundelfinger, 2006; Sudhof et al., 2012). Esta distribucién es
corroborada por estudios de inmunodeteccion en microscopia electrénica (Limbach et al.,
2011) o microscopia optica de fluorescencia de alta resoluciéon (Dani et al., 2010). Los
receptores metabotrépicos de tipo Il también estan localizados en la zona activa
presinaptica (Shigemoto et al., 1996a; Corti et al., 2002; Kogo et al., 2004; Ferraguti et al.,
2005) por medo de su interaccién con PICK1 (proteina 1 de interaccion con quinasa C;
Dev et al., 2000; Boudin et al., 2000), al igual que ocurre, al menos parcialmente, con los
receptores GABA B (Lujan et al., 2004). Algunas moléculas de adhesion celular como los
receptores tipo LAR (Sudhof, 2012) o neurexinas (Song et al.1999) podrian estar en la
zona activa, mientras que otras como cadherinas se localizan en zonas perisinapticas
(Uchida et al., 1996). Por ultimo, las proteinas implicadas en la fusion vesicular SNAP-25,
sintaxina y Munc18 estén distribuidas por toda la membrana presinaptica (Sudhof, 2012),
aunque la accién de estas proteinas en la zona activa es muy importante para los
procesos de fusion de las SVs (Sudhof, 2013). Las zonas colindantes a la zona activa se
denominan zonas perisinapticas. En estas regiones tienen lugar los procesos de
endocitosis de las SVs (Brodin y Shuplikov, 2006; Watanabe et al., 2013), y en ellos se
localizan algunas de las moléculas de adhesién celular que permiten la aposicion con la
postsinapsis (Uchida et al., 1996), asi como algunos receptores presinapticos (Nyiri et al.,
2005). Estas proteinas, asi como su intrincada red de interacciones, son mostradas en la
Fig. 1.2. C.

1.4.Liberacion de glutamato.

La liberacién de los neurotransmisores ocurre por medio de la exocitosis o fusién

de las SVs, siendo este un proceso altamente regulado. En la liberacion inducida, la
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despolarizacion de la neurona presinaptica induce la generacién de potenciales de accion,
gue se propagan a lo largo del axén y que, al llegar a la zona activa presinaptica, dan lugar
a la apertura de los VDCC. La elevacion de la concentracién de Ca** inicia mecanismos
moleculares que provocan la fusion de las SVs y la respuesta postsinaptica. Estas
corrientes postsinapticas, medidas por técnicas de electrofisiologia, se denominan PSCs
(del inglés postsynaptic currents), siendo las originadas en sinapsis glutamatérgicas
EPSCs (del inglés excitatory postsynaptic currents).

La liberacion de neurotransmisores es un proceso rapido, que ocurre milisegundos
después de la entrada de Ca*"y que recibe el nombre de liberacién inducida sincrénica.
Sin embargo, existe otro tipo de liberacion inducida por despolarizacibn que esta
desfasada respecto del potencial de accién, que es denominada liberacion asincrénica.
Esta liberacién es habitualmente enmascarada por la liberacion inducida sincrénica
(Geppert et al.,, 1994; Sun et al., 2007), probablemente por la accién inhibidora de
proteinas implicadas en la liberacién sincrénica (Maximov y Sudhof, 2005). Sin embargo,
en determinadas sinapsis, durante estimulaciones intensas, la liberacién asincrénica puede
cobrar especial relevancia (Hefft y Jonas, 2005; Best y Regehr, 2009, Daw et al., 2009).

Ademas, existe otra forma de liberaciébn de neurotransmisores denominada
liberacion espontanea. Algunos trabajos denominan espontanea a la liberacién en
ausencia de estimulacion (sEPSC, del inglés spontaneous excitatory postsinaptic current),
aungue este tipo de liberacion probablemente implica la apertura espontanea de los
canales idnicos implicados en la generacién de potenciales de accién. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, el término liberacion espontanea se asocia con la liberacién en
situacion de bloqueo de la generaciéon de potenciales de accion, empleando el tratamiento
farmacolégico con el bloqueante de los canales de Na' tetrodotoxina (TTx). En estas
condiciones, esta liberacion (“mini” o mEPSC, del inglés minimal excitatory postsinaptic
current) ha sido asociada con la fusion espontanea de una SV (Katz y Miledi, 1967). La
liberacion espontanea es independiente de la generacidn de potenciales de accion, pero
altamente dependiente de Ca®* (Xu et al., 2009) y de la maquinaria proteica de fusion
vesicular (Sudhof, 2013). Por lo tanto, puede estar modulada por la liberacién de Ca?* de
reservorios intracelulares (Llano et al., 2000), por la apertura espontanea de los VDCC
(Caterall y Few, 2008), o por mecanismos que modulan la preparacion de las SVs para su
liberacion (de Jong y Verhage, 2009; Sudhof, 2013).

Respecto a los mecanismos moleculares asociados a los tres modos de liberacién
existentes, la accion de la maquinaria proteica de fusion vesicular es similar, salvo en las
proteinas que acttian como sensores de Ca** implicadas en cada tipo de liberacién (Pang
y Sudhof, 2010; Sudhof, 2013). Sin embargo, se han sefialado diferencias en los grupos de

SVs implicados en la liberacién inducida y espontanea (Fredj y Burrone, 2009; Ramirez et
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al.,, 2012; Kavalali et al., 2015), aunque existen muchas controversias al respecto
(Groemer y Klingauf, 2007; Hua et al., 2010; Wilhelm et al., 2010; Loy et al., 2014).

La liberacién sincrénica probablemente sea la base de la comunicacién neuronal,
aunque las tres formas de liberacién contribuyen al funcionamiento de los circuitos
neuronales y el cerebro (Pang y Sudhof, 2010; Harvey et al., 2009). Ademas, se ha
propuesto un papel de la liberacion espontanea en el desarrollo y mantenimiento de las
sinapsis (Yu et al., 2004), asi como en fendmenos de plasticidad o mantenimiento de la

homeostasis, entre otras funciones (Kavalali, 2015).

Mecanismos moleculares de exocitosis.

El proceso de exocitosis podria dividirse en tres etapas (Fig. 1.3.): 1) La
preparacion de las SVs, que supone la colocacion de las SVs cerca de los VDCC vy la
disposicién de la maquinaria de fusion en un estado metaestable que permite la rapida
fusién en respuesta a la entrada de Ca®". Las vesiculas en este estado metaestable son
denominadas vesiculas preparadas para la liberacion y se corresponden con el RRP. Cabe
sefialar que tradicionalmente se ha distinguido entre los procesos de colocacion (docking)
y preparacion (priming). De esta manera, el proceso de colocacion/docking se corresponde
con el posicionamiento de las SVs en los sitios activos, cerca de los VDCC y de la
magquinaria exocitotica, mientras que se denomina preparaciéon/priming a los cambios
moleculares de la maquinaria exocitotica que permiten el rapido disparo de la fusién en
respuesta a Ca”*. Sin embargo, las evidencias actuales (Imig et al., 2014) parecen indicar
que estos mecanismos son simultaneos, y por lo tanto, representan distintas facetas del
mismo proceso. 2) La apertura dependiente de Ca?* del poro de fusién. 3) El
desemsamblaje de la maquinaria de exocitosis, para permitir nuevos ciclos de fusion de
otras SVs. Para mantener la liberacion de neurotransmisores de forma prolongada, es
necesario la endocitosis y el reciclamiento de las SVs fusionadas, habiéndose descrito
cuatro formas de reciclamiento de las SVs (Fig.1.1. Ackermann et al., 2015).

Estos procesos son llevados a cabo a nivel molecular por la accion de diversas
proteinas, que denominamos maquinaria exocitética (Jahn y Fasshauer., 2012; Sudhof,
2013). La preparacién de las SVs y de fusién vesicular es dependiente de la interaccion
entre dos proteinas de la zona activa (SNAP-25 y sintaxina-1) y una proteina de las SVs

(sinaptobrevina/VAMP), que forman un complejo proteico denominado complejo SNARE

(Sollner et al., 1993a). El paso de la conformacion “cerrada” de la sintaxina a la
conformacién “abierta” promueve el ensamblaje del complejo trans-SNARE (Duluvoba et
al., 1999; Misura et al., 2000). La formaciéon del complejo trans-SNARE depende del
ensamblaje en direccién amino a carboxilo terminal de 4 hélices con motivos SNARE de
estas proteinas (dos de SNAP25, una de sinaptobrevina/VAMP y otra de sintaxina; Hanson

et al., 1997). El ensamblaje de este complejo trans-SNARE acerca las membranas de las
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Fig 1.3. Mecanismos moleculares de exocitosis. Las SVs en reposo (A) son preparadas para su liberacién por

mecanismos que implican (B) la formacion parcial del complejo trans-SNARE cuyo ensamblaje total se ve impedido
por la accién inhibitoria de complexinas o sinaptotagmina sin Ca®* unido o (C) la accién de complejo triple Munc13-
RIM-Rab y la interaccién de la sinaptotagmina con lipidos y proteinas de la zona activa, sin que el complejo
SNARE esté totalmente ensamblado antes de la entrada de Ca®" .(D) La llegada de potenciales de accion a la zona
activa da lugar a la apertura de los VDCC, provocando la entrada de Ca*. De acuerdo a los modelos de
preparacién de las vesiculas descritos anteriormente, la unién de Ca*" a las sinaptotagminas, provocarian un
cambio conformacional que revertiria la accién inhibitoria de las propias sinaptotagminas o de las complexinas,
desplazandolas al menos parcialmente; o bien acercaria las proteinas del complejo SNARE para su ensamblaje.
De cualquiera de estas maneras, se produce el ensamblaje completo del complejo trans-SNARE, que inicia la
apertura del poro de fusion (E) Finalmente, la maquinaria proteica implicada es reciclada, para permitir su
participacion en ciclos posteriores de exocitosis (basado en Jahn y Fasshauer., 2012 y Sudhof et al., 2013)
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vesiculas sindpticas y de la zona activa, dando lugar a su fusion (Poirier et al., 1998;
Sutton et al., 1998; Jahn y Grubmuller, 2002; Kozlovsky y Kozlov, 2002; Jahn y Scheller,
2006; Sudhof y Rizo, 2011), para lo que es necesario la accién de uno a tres complejos
SNARE (Hua y Scheller, 2001; Mohrmann et al., 2010; Sinha et al., 2011; Shi et al., 2012).
Ademas, para el ensamblaje de este complejo y la fusion vesicular, es necesaria la
actuacién de otras proteinas que interaccionan con el complejo SNARE: Muncl8, el
complejo triple Muncl13-RIM-Rab3, CAPS, complexinas y sinaptotagminas. Finalmente, la
expansion del poro de fusién provoca el cambio de conformacion del complejo trans-
SNARE a cis-SNARE, que da lugar al desemsamblaje y reciclamiento del mismo.

Las proteinas Muncl8 (proteinas SM o Secl/Muncl8) son esenciales para la
fusion de las SVs (Grote el al., 2000; Verhage et al., 2000). Inicialmente se propuso la
accion de Munc18 inhibiendo la formacion del poro de fusion por medio de la estabilizacion
de la conformacion “cerrada” e inactiva de sintaxina-1 (Yang et al., 2000; Wu et al., 2001),
aunque trabajos posteriores han desmentido esta teoria. Muncl18 se asocia al complejo
SNARE antes (Hata et al., 1993; Dulubova et al., 1999), después de su formacion,
(Duluvoba et al., 2007; Shen et al., 2007), y después de la fusion (Khvotchev et al., 2007;
Zhou et al., 2013). Ademas, Muncl8 promueve la formacién del poro de fusién (Shen et
al., 2007; Diao et al., 2010; Rathore et al., 2010; Schollmeier et al., 2011; Jorgacevski et
al.,, 2011; Yu et al.,, 2013). Teniendo en cuenta estas acciones se ha propuesto que
Muncl8 participa promoviendo la mezcla lipidica durante la fusion (Sudhof, 2013),
organizando espacialmente el ensamblaje del complejo SNARE alrededor de los sitios de
fusion (Rizo et al., 2006) o favoreciendo la formacién del complejo SNARE (Grote el al.,
2000). Ademas, se ha demostrado que la fosforilacion de Muncl18 por PKC participa en
procesos de plasticidad sinaptica mediados por DAG, aumentando la liberacion de
neurotransmisores y el tamafio del RRP (Dulubova et al.,, 1999; Verhage et al., 2000;
Misura et al., 2000; de Vries et al., 2000; Barclay et al., 2003; Craig et al., 2003; Nili et al.,
2006; Toonen et al., 2006; Wierda et al., 2007; Genc et al., 2014; Cijsouw et al., 2014).

El complejo Muncl13-RIM-Rab3 participa en la preparacion de las SVs a distintos

niveles (apartados 3.1.3 y 3.2.4). Muncl3, se transloca a la membrana de la zona activa
por su unién a DAG (Rhee et al., 2002) y favorece el ensamblaje del complejo SNARE,
promoviendo el cambio de la sintaxina de conformacion “cerrada” a “abierta” (Betz et al.,
1997; Richmond et al., 2001; Gladycheva et al., 2004; Ma et al., 2011; 2013). Para esta
actividad de Muncl3 es necesaria su interaccién con la proteina RIM (Betz et al., 2001,
Duluvoba et al., 2005; Adrews-Ziwilling et al., 2006; Weimer et al., 2006), ya que esta
revierte la formacién de su homodimero autoinhibitorio (Deng et al., 2011). Por otra parte,
el correcto posicionamiento de los VDCC depende en gran medida de RIM (Kaeser et al.,
2011; Han et al.,, 2011). Ademas, RIM interacciona con la proteina G pequefia o

monomérica de las vesiculas sinapticas Rab3, de manera dependiente de su intercambio
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de GTP por GDP (Wang et al., 1997; 2000). Por lo tanto, el complejo triple formado por
estas tres proteinas (Duluvoba et al., 2005; Adrew-Zwilling et al., 2006) supone el nexo de
interaccion entre las SVs y los VDCC, modulando también la formaciéon del complejo
SNARE. En este sentido, estudios ultraestructurales han demostrado la funcién de Munc13
(Weimer et al., 2006; Siksou et al., 2009; Imig et al., 2014), Rab3 (Weimer et al., 2006;
Gracheva et al., 2008) y RIM (Kaeser et al., 2011; Han et al., 2011; Fernandez-Busnadiego
et al., 2013) en la colocacion de las SVs cerca de la membrana de la AZ. Por ultimo se ha
propuesto que este complejo es la diana molecular de mecanismos de plasticidad sinaptica
que afectan a la preparacion de las SVs, como los mediados por DAG (Rhee et al., 2002),
Ca/CaM (Junge et al., 2004; Lipstein et al., 2013) y cAMP (Castillo et al., 2002; Lonart et
al., 2003).

Las proteinas CAPS son esenciales para la preparacion de las vesiculas sinapticas
y el acoplamiento de la liberacién a la entrada de Ca®* (Jockusch et al., 2007). Asi, la
ausencia de las proteinas CAPS reduce el nimero de SVs en contacto con la membrana
de la zona activa (Iming et al., 2014). Se ha propuesto que la accién de las proteinas
CAPS depende de su unidn PIP, (James et al., 2010; Kabachiski et al., 2014; Nyugen-
Truong et al., 2014), de su fosforilacién por CK2 (Nojiri et al., 2009), y de su interaccion
con sintaxina-1 a través de un dominio MUN similar al de Muncl13 (James et al., 2009;
Khodthong et al., 2011; Parsaud et al., 2013). Sin embargo, estudios recientes han
propuesto que la accién de las proteinas CAPS en la preparacion de las SVs no depende
de su interaccién con el complejo SNARE, sino de su dominio de interaccion con PIP,
(Nyugen-Truong et al., 2014), mediando por mecanismos de preparacion distintos y no
redundantes respecto a los dependientes de Muncl3 (Nyugen-Truong et al., 2014;
Kabachiski et al., 2014). Por lo tanto, las proteinas CAPS podrian favorecer procesos
iniciales de la preparacion de las SVs por su union a PIP,, y tras la hidrdlisis de este lipido
por la fosfolipasa C, PLC, se reduciria la actividad de CAPS, incrementandose la de
Munc13 (Kabachiski et al., 2014).

Las sinaptotagminas son proteinas con dominios C2 que unen Ca*" y fosfolipidos

(Perin et al., 1990; Davletov y Sudhof., 1993). Ademas, estos dominios interaccionan con
sintaxina-1 y el complejo SNARE (Bennet et al., 1992; Li et al., 1995). El proceso de fusion
de las vesiculas sinapticas ocurre en menos de 100us después de la entrada de Ca®*
mediada por los VDCC (Sabatini and Regehr, 1996), en respuesta a la union de este i6n a
las protefnas que acttian como sensores de Ca?* de la exocitosis (Pang y Sudhof, 2010).
La sinaptotagmina-1 es el principal sensor de Ca®" para la exocitosis inducida por
despolarizacion (Fernandez-Chacén et al., 1991; Sorensen et al., 2003; Pang et al.,
2006a). Ademas, las sinaptotagminas-2, 7 y 9, también actGan como sensores de Ca** de
la liberacioén inducida por despolarizaciéon (Pang et al., 2006b; Sun et al., 2007; Xu et al.,

2007; Bacaj et al., 2015) y sinaptotagmina-7 de la liberacién asincrénica (Schonn et al.,
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2008; Bacaj et al., 2013; Luo et al., 2015). Por otra parte, también se ha descrito que la
sinaptotagmina-1 tiene un papel inhibitorio sobre la liberacidn espontanea (Littleton et al.,
1993; Xu et al., 2009). Ademas, existen otros sensores de ca? para las otras formas de
liberacion dependientes de Ca?*. Asi, se ha propuesto que la proteina DOC2 controla la
liberacion asincronica (Yao et al., 2011) y espontanea (Groffen et al., 2010). Sin embargo,
otros estudios proponen que este control es independiente de Ca** (Pang et al., 2011).

Las complexinas son proteinas pequefias que actian como un cofactor de las
sinaptotagminas (Reim et al., 2001; Tang et al., 2006; Cai et al., 2008; Jorquera et al.,
2012; Cao et al., 2013; Xu et al., 2013; Lai et al., 2014). Las complexinas se unen a los
complejos SNARE ensamblados (Chen et al., 2002), compitiendo con la union de
sinaptotagmina (Tang et al., 2006; Xu et al., 2013), habiéndose propuesto un papel en la
fase final de la preparacion de las vesiculas sinapticas para su liberacion, activando el
complejo SNARE (Sudhof, 2013), y controlando la preparacién de las SVs (Cai et al., 2008,
Jorquera et al., 2012; Diao et al., 2013). Ademas, se ha propuesto que las complexinas
podrian mantener el estado metaestable de preparacion de las SVs, frenando la exocitosis
(Chang et al., 2015), para permitir la rapida fusién ante la entrada de Ca** (Maximov et al.,
2009). En este sentido, se ha demostrado el papel inhibidor de estas proteinas sobre la
liberacion espontanea y asincrénica (Huntwork y Littleton, 2007; Yang et al., 2010;
Jorquera et al.,, 2012; Vaithianathan et al., 2013; Lai et al.,, 2014). Por otra parte,
recientemente se ha propuesto que la fosforilacion de la complexina por PKA aumenta la
liberacion espontanea (Cho et al., 2015). No obstante, dadas las evidencias sobre un papel
dual y aparentemente contrapuesto de estas proteinas en la fusién vesicular (Trimbuch y
Rosenmund, 2016), su funcién no ha sido completamente aclarada.

Las proteinas NSF llevan a cabo el desensamblaje del complejo SNARE por medio
de la hidrdlisis de ATP. Estas proteinas se unen al complejo SNARE por medio de las
proteinas adaptadoras SNAP (Sollner et al., 1993b; Mayer et al., 1996). En este proceso
son muy importantes dos chaperonas que mantienen la funcién de las proteinas SNARE
durante los repetidos ciclos de ensamblaje/desensamblaje: las CSPs y las sinucleinas (Fig.
1.3.E). Las CSPs son co-chaperonas presentes en las SVs que forman un complejo
catalitico activo con Hsc70 y SGT, evitando el mal plegamiento de SNAP-25 durante ciclos
(Sharma et al., 2011), permitiendo su reciclamiento (Rozas et al., 2012), la formaciéon de
nuevos complejos SNARE (Sharma et al., 2012) y el mantenimiento del RRP (Rozas et al.,
2012). Las sinucleinas son chaperonas no clasicas que favorecen el ensamblaje del
complejo SNARE (Burré et al., 2010; 2013) formando grandes multimeros (Burré et al.,
2014) y ayudando a colocar las vesiculas en la zona activa mediante su interaccién con
sinaptobrevina2/VAMP2 (Diao et al., 2013). La ausencia de estas proteinas da lugar a un
fenotipo neurodegenerativo (Chandra et al.,, 2005; Gallardo et al., 2008; Sharma et al.,

2012), siendo posible que estas proteinas actien conjuntamente, ya que la expresion de
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sinucleinas rescata el fenotipo neurodegenerativo del raton KO de CSPa (Chandra et al.,
2005). Ademas, las sinucleinas estan relacionadas con la enfermedad de Parkinson
(Stefanis, 2012).

1.5. Plasticidad sinptica.

La neurotransmisién puede ser modulada, aumentando o disminuyendo la
magnitud de la liberacidon presindptica de neurotransmisores y de la respuesta
postsinaptica. Estos mecanismos de modulacion de la neurotransmisién son denominados
plasticidad sinaptica. Se ha propuesto que estos fenémenos de plasticidad son claves para
la codificacion de las sefiales neuronales y el funcionamiento cerebral (Regehr, 2012;
Castillo, 2012), habiéndose demostrado su implicacion en numerosos procesos de la
fisiologia cerebral, como los de aprendizaje y memoria (Kandel et al., 2014).

La plasticidad presinaptica a corto plazo engloba fenémenos de 1) depresién
(STD); 2) facilitacion (STP); o 3) aumento acumulativo o potenciacion posttetanica (PTP).
Se ha propuesto que estos mecanismos coexisten en las mismas sinapsis, pero el efecto
neto en plasticidad depende de la contribuciéon de cada uno, de acuerdo a las propiedades
de la sinapsis. Asi, la probabilidad inicial de liberacion esté relacionada con el desarrollo de
estos fendmenos de plasticidad: sinapsis con alta probabilidad de liberacion tienden a
desarrollar mecanismos de depresién, mientras que las sinapsis con baja probabilidad de
liberacion muestran procesos de potenciacion (Regehr, 2012). Ademas, se ha descrito que
las isoformas de la proteina Muncl3 expresadas también influyen en el sentido de la
plasticidad a corto plazo (apartado 3.2.4; Rosenmund et al., 2002).

Los mecanismos de STD iniciados por un primer estimulo presinaptico pueden
mantenerse desde cientos de milisegundos a segundos (Regehr, 2012). La STD se ha
relacionado con: la inhibicién de los VDCC (Caterall y Few, 2008); la deplecion parcial del
RRP y el tiempo necesario para su recuperacion tras su liberacién (Debanne et al., 1996;
Scheuss et al., 2002); la inactivacion temporal de los sitios de liberacion por la necesidad
del reciclaje de la maquinaria exocitética por los mecanismos de endocitosis (Hosoi et al.,
2009); y con cambios en la excitabilidad neuronal por la ATPasa Na'/K* (Mufioz-Cuevas et
al., 2004). Ademas, en algunos tipos de sinapsis, después de estimulaciones de alta
frecuencia, se observa una depresién que dura varias decenas de segundos, que ha sido
asociada a la deplecién del RRP y a la necesidad de participacion del RP (Stevens y
Wesseling, 1999), o a inhibiciones prolongadas de los VDCC (Caterall y Few, 2008). La
recuperacion de la STD ha sido relacionada a nivel molecular con Ca/CaM (Sakaba y
Neher., 2001; Hosoi et al., 2007), Muncl3 (Junge et al., 2014; Lipstein et al., 2013),
Basson (Hallerman et al., 2010), mecanismos dependientes de cAMP (Sakaba y Neher,
2001), a-sinucleina (Cabin et al., 2002) o sinapsina (Rosahl et al., 1995; Gitler et al., 2008).
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La STP, iniciada por un primer estimulo presinaptico, también presenta una escala
temporal que va desde cientos de milisegundos a segundos (Regehr, 2012). Se ha
propuesto que la STP depende de: un aumento en los niveles de Ca*" tras el primer
estimulo, por lo que puede ser dependiente de la modulacion positiva de los VDCC
(Inchuaspe et al., 2004; Ishikawa et al., 2005; Caterall y Few, 2008); el Ca®" residual del
primer estimulo, que, o bien se sume al de estimulos posteriores (Katz y Miledi, 1968), o
bien active otros sensores de Ca®', de mayor afinidad que la sinaptotagmina, pero de
respuesta lenta (Bertram et al., 1996); o de la saturacién de las proteinas quelantes de
Ca* tras el primer estimulo (Mateev et al., 2004).

La PTP consiste en la potenciacion después de una estimulaciéon de alta
frecuencia, implicando potenciaciones acumulativas después de cada estimulo, que se
puede mantener desde decenas de segundos hasta minutos o incluso mas (PTP de larga
duracion). Esta potenciacion implica un incremento en la amplitud de las respuestas
inducidas y un aumento en la frecuencia de la liberacién espontanea (Regehr, 2012). Los
mecanismos propuestos incluyen dos fendémenos probablemente relacionados: el
incremento del Ca®" en la zona activa y el aumento del RRP. En primer lugar, el aumento
en los niveles de Ca** se ha relacionado con el incremento de su entrada por los VDCC
(Habets y Borst, 2006; Korogod et al., 2007) o con el incremento en el Ca** residual
(Delanay et al., 1989; Habets y Borst, 2005). Este incremento en el Ca?* residual puede
ser debido al aclaramiento lento del Ca** (Zucker y Reher., 2002), asociado a la lenta
salida del mismo de la mitocondria (Tang y Zucker, 1997; Lee et al.,, 2007), o a
alteraciones en el intercambiador Na*/Ca?* (Zhong et al., 2001). Por otra parte, la PTP se
ha relacionado también con el aumento del RRP (Habets y Borst, 2005) como
consecuencia de: 1) la activacion de PKC (Alle et al., 2001; Korogod et al., 2007;
Fioravante et al., 2011; Chu et al., 2014), posiblemente fosforilando Munc18 (Nili et al.,
2006; Toonen et al., 2006); o 2) la activacion de Muncl3 (Brose y Rosenmund, 2002;
Beirlener et al., 2007) por Ca/CaM (Junge et al., 2004) o por la actividad de la fosfolipasa C
(PLC, Rosenmund et al., 2002) asociada a la generacién de DAG (Rhee et al., 2002). Es
destacable que estas dos vias de modulacién del RRP pueden depender de PLC (Wierda
et al.,, 2007), que a su vez puede ser activada por los GPCR presinapticos (apartado
3.2.1). También se ha asociado la PTP con CaMKII (Chapman et al., 1995; Wang y Maler,
1998; Fiumara et al., 2007), o la proteina sinapsina (Rosahl et al., 1995) por medio de su

fosforilacion por la proteina quinasa A (PKA) o CaMKII (Fiumara et al., 2007).
La plasticidad a largo plazo tiene una duracion que va desde minutos a horas.

Esta plasticidad se expresa ubicuamente en las sinapsis del cerebro de mamiferos

mediante diferentes mecanismos (recogidos en Castillo, 2012 o Yang y Calakos, 2013).
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Ademas, los fendbmenos de plasticidad presinapticos a menudo pueden coexistir con
procesos de plasticidad de LTP postsinapticos (Castillo, 2012).

Los procesos prototipicos de LTP presinapticos independientes de NMDA son
inducidos por HFS o patrones de alta actividad con relevancia fisilogica (Gunderfinger et
al.,, 2010; Mistry et al.,, 2011), dando lugar a un incremento de la amplitud de las
respuestas evocadas, de la frecuencia de los eventos espontaneos y al aumento de la
probabilidad de liberacion (Nicholl y Schmitz, 2005). Se han involucrado diferentes
mecanismos, dependiendo de la sinapsis: el aumento en la concentracién de Ca*
(Zalustsky y Nicholl, 1990; Mellor y Nicholl, 2001), la modulacién de los VDCC de tipo R
(Breustedt et al., 2003; Dietrich et al., 2003; Myoga y Regher, 2011), y de tipo L (Kapur et
al., 1998; Fourcadout et al., 2009), la actividad de la via cAMP/PKA (Sakurai,1987; Shibuki
y Okada, 1992), la actividad de PKC (Alle et al., 2001), o la accion prostsinaptica de
receptores metabotrépicos (mGlu) de tipo I, mediando la liberacién de Ca?* de reservorios
intracelulares, asi como modulaciones retrogradas de la presinapsis (Yeckel et al., 1999;
Galvan et al., 2008; 2010)

Ademés, existen formas de LTP dependientes de los receptores NMDA
presinapticos, que modifican la excitabilidad del terminal o dan lugar a sefializaciones
mediadas por Ca** (Duguid y Sjostrom, 2006; Colew et al., 2008; Rodriguez-Moreno et al.,
2010). Estos fenomenos han sido asociados, en algunas sinapsis, a la via
cAMP/PKA/RIM1a (Fourcadout et al., 2008; Lachamp et al., 2009) o a la accion retrégrada
del NO (Feil y Kleppish, 2008)

Las formas de LTD presinaptica independiente de NMDA son inducidas también
por estimulaciones de alta frecuencia, y han sido asociados a los receptores mGlu2/3
(Yokoi et al., 1996; Tzounopoulos et al., 1998; Kobayashi et al., 1999), asi como a la
activacion de receptores mGlu7 modulando los VDCC de tipo P/Q por medio de PKC
(Pelkey et al., 2005; 2006; apartado 2.2.1.). Estos mecanismos presinapticos también han
sido relacionados con el incremento de Ca?* postsinaptico mediado por receptores AMPA,
VDCC de tipo L, y con la salida de este i6n de reservorios intracelulares por la accion de
receptores mGlu de tipo | (Castillo et al., 2012).

Las formas de LTD dependendientes de NMDA se han relacionado con la
sefializacion retrégrada por el sistema endocanabinoide. De esta manera, la LTD mediada
por endocanabinoides (eCB-LTD) depende de receptores postsinapticos (mGlu del tipo | o
muscarinicos), o de la entrada de Ca®" a través de VDCC (Sjostrom et al., 2003; Bender et
al., 2006; Nevian y Sakmann, 2006). La sintesis de endocanabinoides como 2-AG o
anandamida, activaria de manera retrograda los receptores CB1 presinapticos y las vias
dependientes de PKA/calcineurina (Kano et al., 2009; Heifets y Castillo, 2009). Otras vias
de neurotransmision retrograda que median LTD son la LTD dependiente de receptores

mGlu de tipo | postsinapticos/acido araquiddnico/12-(S)-HPETE/ receptores TRPV1
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presinapticos (Gibson et al., 2008; Maione et al., 2009); la LTP dependiente de BDNF
postsinaptico/receptores TrkB presindpticos (Gubellini et al., 2005; Sivakumaran et al.,
2009); o la LTP dependiente de receptores NMDA postsinapticos/ NO/ cGMP presinaptico
(Nugent et al., 2007, 2009)

A nivel molecular estos fendmenos de plasticidad han sido relacionados con la
modulaciéon de los VDCC (Caterall y Few, 2008) o de proteinas de la maquinaria
exocitética. Este es el caso de RIM (Castillo et al., 2002, apartado 3.1.4), Rab3 (Castillo et
al., 1997; Tzounopoulos et al., 1998; Huang et al., 2005), o Munc13 (Breustedt et al., 2010;
Yang y Calakos, 2011; apartado 3.2.2.2). Sin embargo, el papel de estas proteinas en
estas formas de plasticidad, y especialmente las vias de sefializaciéon que las modulan, no

ha sido completamente aclarado.

2. RECEPTORES DE LAS SINAPSIS GLUTAMATERGICAS.

Los fendmenos de plasticidad sinaptica que afectan a la liberacion de glutamato
son de gran importancia para la comunicacion neuronal y funcionamiento cerebral. Estas
formas de plasticidad son activadas principalmente por dos tipos de cascadas de
sefializacién dependientes de actividad: la sefializacién por calcio, cuya concentracion
aumenta durante los procesos exocitéticos, y la sefializacién iniciada por receptores del
terminal presinaptico. De esta manera, tanto los receptores ionotropicos (apartado 2.1),
gue también pueden estar presentes en la presingpsis, como los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), modulan la liberacion de neurotransmisores. En las sinapsis
glutamatérgicas, estos GPCR comprenden tanto los receptores metabotropicos de
glutamato (apartado 2.2.1), como heteroreceptores (apartado 2.2.2), que también se
expresan en estas sinapsis, pero que son activados por otros neurotransmisores distintos

a glutamato.
2.1.Receptores ionotropicos.

Los receptores ionotrépicos estan constituidos por canales catiénicos operados por
su unién a ligando. De acuerdo con su diferente permeabilidad iénica, unién a ligandos
especificos y funcién, existen tres tipos de receptores ionotrépicos de glutamato. Estos
receptores forman dimeros entre sus diferentes tipos de subunidades, variando su
funcionalidad de acuerdo a las diferentes combinaciones resultantes.

Los receptores de AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazolil-4 propionato) son
permeables a Na* y en algunos casos a Ca®". Estan formados por heterotetrameros de las

subunidades GluAl-4, siendo las subunidades GIuA2 impermeables a Ca®'. Estos
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receptores se localizan en la membrana postsinaptica, tanto en sitios sinapticos como
extrasinapticos. Intervienen principalmente en generacién de la despolarizacion
postsinaptica rapida, aunque son también muy importantes en fenémenos de plasticidad.
La variacion en el nimero de receptores AMPA presentes en la densidad postsinaptica, a
nivel de la insercidn/reciclamiento, asi como difusion lateral entre sitios sinapticos y
extrasinapticos, da lugar a fenédmenos de plasticidad a largo plazo (tanto LTD como LTP).
Ademas, la variacibn en el numero de receptores AMPA es muy importante en la
plasticidad homeostatica, que es una respuesta de adaptacion a variaciones a prolongadas
de la actividad sinaptica, que promueve su estabilizacion (Granger y Nicholl, 2013).

Los receptores de NMDA (N-metil-D-aspartico) dependen de glicina como co-
activador y son permeables tanto a Na' como a Ca?. Estan formados por
heterotetrdmeros de las subunidades NR1 (1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3c, 4a, 4b), NR2 (A, B, C, D)
y NR3 (A, B). Estos receptores estan bloqueados por Mg?* al potencial de membrana en
reposo, siendo necesaria la despolarizacién postsinaptica por la accion de los receptores
AMPA para quitar este bloqueo y activar el receptor. Su localizacién es principalmente
postsinaptica, a nivel sinaptico como extrasinaptico, pero también estan presentes en la
presinapsis y en las células de glia. Su funcién esta relacionada con la entrada del Ca®* y
la regulacién del trafico de los receptores AMPA a nivel postsinaptico, asi como con
fenémenos de plasticidad presinapticos (Paoletti y Neyton, 2007; Lischer y Malenka,
2012).

Los receptores de kainato (formados por la subunidades GIuRs/GRIK1,
GluRg/GRIK2, GIuR;/GRIK3, KA1l/GRIK4, KA2/GRIK5) se localizan tanto a nivel
presindptico como postsinaptico. Como receptores postsinapticos, median corrientes mas
lentas que la de los receptores AMPA, siendo permeables a Na* y en menor medida a
Ca?*, y modulan la excitabilidad neuronal, controlando las corrientes lentas activadas por
hiperpolarizacién (Contractor et al., 2011; Lerma y Marques, 2013). A nivel presinaptico,
los receptores de kainato modulan de manera bidireccional tanto la liberacion GABAérgica,
como glutamatérgica (Sihra y Rodriguez-Moreno, 2013). Asi, inhiben la liberacion
GABAérgica (Rodriguez-Moreno et al, 1997) por medio de una sefializacién metabotropica
no candnica que implica proteinas Gi/o y mecanismos de sefializacién intracelular
(Rodriguez-Moreno y Lerma, 1998), mientras que también se ha propuesto que estos
receptores también aumentan la liberacion GABAérgica por mecanismos ionotropicos
candnicos (Jiang et al., 2001). Ademas, los receptores de kainato presinapticos modulan la
liberacion de glutamato de manera bidireccional, posiblemente por mecanismos similares a
la modulacion GABAérgica (Schmitz et al., 2001; Lauri et al., 2006; Sihra y Rodriguez-
Moreno, 2013). Por ultimo, se ha descrito el papel de los receptores de kainato en el

desarrollo de las redes neuronales (Lermay Marques, 2013).
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En las sinapsis glutamatérgicas, también existen heteroreceptores ionotrépicos,
gue se activan por unién a ligandos distintos de glutamato y que tienen funciones diversas.
Este es el caso de los receptores de GABA A, glicina, operados por ATP (P,X), serotonina

(5-HT3), nicotinicos de acetilcolina (NAChR), u operados por PIP, (canales de K tipo Kir).

2.2.Receptores acoplados a proteinas G.

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) son proteinas transmembrana
activadas por ligandos extracelulares, como péptidos o neurotransmisores, o incluso por la
luz, que transducen estas sefiales extracelulares activando vias de sefializacién
intracelulares. El cambio conformacional por unién a ligando de los GPCR activa proteinas
G triméricas, compuestas por las subunidades a, B y y. Estas proteinas se activan por el
intercambio de GDP por GTP de la subunidad a, que origina la disociacién del complejo
heterotrimérico. De esta manera, pueden activarse distintas vias de sefializacion
intracelulares mediadas por la subunidades a o By. La hidrélisis de GTP en GDP,
producida de forma espontanea tras la inactivacién del receptor, o modulada por proteinas
RGS (reguladoras de sefializacion por proteinas G), induce el re-ensamblaje del
heterotrimero inactivo. La diversidad de las sefalizaciones que pueden mediar estas
proteinas es muy amplia, ya que existen 4 familias de subunidades a (as, Qjj, Ag/11, A12/13),
que pueden combinarse de forma variable con los 5 tipos de subunidades 3 y los 12 tipos
de subunidades y. Ademas, un mismo receptor puede sefializar por medio de varias
proteinas G triméricas. Existen numerosos tipos de GPCR divididos clasicamente en 4
clases: A, tipo rodopsina; B, tipo secretina; C, tipo receptores de glutamato; D, otros, como
los de adhesion, Frizzled y los que permanecen sin clasificar (Wettschureck y Offermanns,
2005).

En las sinapsis glutamatérgicas, estan presentes tanto autoreceptores que unen el
glutamato liberado, los receptores metabotropicos de glutamato, como heteroreceptores

gue unen otros ligandos, modulando todos ellos la neurotransmision glutamatérgica.

2.2.1. Receptores metabotropicos de glutamato.

Los receptores metabotropicos de glutamato (receptores mGlu) constituyen un
conjunto de GPCRs del tipo C 0-3, que actlan generalmente como autoreceptores,
uniendo el glutamato liberado, y mediando mecanismos de sefalizacién intracelular que
modulan la neurotransmisién glutamatérgica. Los receptores mGlu realizan esta funcién

principalmente por medio de la modulacién directa de canales i6nicos, la produccién de
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segundos mensajeros intracelulares, y la regulacion de proteinas quinasas que determinan
la fosforilacién de proteinas (Fig.1.5)

Los receptores mGlu se dividen en 3 grupos, en funcién de la homologia de su
secuencia de aminoacidos, su farmacologia y la via de transduccion de sefales que
activan (Niswender y Conn, 2010).

Los receptores del grupo | (receptores mGlul y 5) se localizan principalmente a
nivel postsinaptico (Houamed et al., 1991; Abe et al., 1992; Mateos et al., 2000; Lopez-
Bendito et al., 2002), aunque también a nivel presinaptico (Fotuhi et al., 1993; Wittmann et
al.,, 2001). Su principal mecanismo de sefalizacibn comprende la activacion de la
fosfolipasa C (PLC), para hidrolizar fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP;). Este proceso
genera diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3) (Manzoni et al., 1990; Schoepp et al.,
1990), que activan la proteina quinasa C (PKC) y liberan Ca®* del reticulo endoplasmico,
respectivamente (Fig. 1.5). Otros efectos atribuidos a los receptores mGlu del grupo | son
el incremento de los niveles intracelulares de cAMP (Joly et al., 1995; Thomsen, 1996), la
activacion de fosfolipasa D (Servitja et al., 1999; Shinomura et al., 2000), la inhibicion de
canales de potasio (lkeda et al., 1995; Kammermeier e Ikeda, 1999; Kammermeier et al.,
2000), la inhibicion de los VDCC del tipo N y P/Q (Choi y Lovinger, 1996; McCool et al.,
1998; Stefani et al., 1998b; Kammermeier e lkeda, 1999; Kammermeier et al., 2000), la
fosforilacion de la proteina quinasa activada por mitégenos p38 (p38MAPK) (Wang et al.,
2007) y la activacion de la proteina quinasa Jun (Li et al., 2007).

A nivel postsinaptico, modulan la actividad de los receptores de AMPA y NMDA
(Fitzjohn et al., 1996; Pisani et al., 2001; Stefani et al., 2010; Rosenbrock et al., 2010),
participando en la potenciacién a largo plazo (LTP) (Aiba et al., 1994; Piccinin et al., 2010)
y en la depresion a largo plazo (LTD) (Wang et al., 2009; Suzuki y Okada, 2010)

A nivel presingptico, facilitan o inhiben la transmision sinptica, modulando
dualmente la liberacién de glutamato (Herrero et al., 1992, 1994, 1998; Rodriguez-Moreno
et al., 1998; Sistiaga y Sanchez-Prieto, 2000a, b; Schwartz y Alford, 2000; Paquet y Smith,
2003).

Los receptores del grupo Il (receptores mGlu2 y mGIlu3) se localizan a nivel post
y presinaptico, asi como en células de glia (Petralia et al., 1996; Mineff y Valtschanoff,
1999). En la presinapsis estos receptores se sitlan preferentemente lejos de la zona
activa, en la zona perisinaptica (Tanabe et al.,. 1992, 1993; Shigemoto et al., 1997; Wada
et al., 1998).

Estos receptores inhiben la transmision glutamatérgica y GABAérgica por medio de
(Fig. 1.5) la inhibicion de los VDCC (Chavis et al.. 1995; lkeda et al.. 1995; Choi y Lovinger,
1996; McCool et al.. 1996) y de la adenilato ciclasa, disminuyendo los niveles de cAMP
intracelulares (Manzoni et al., 1992; Prézeau et al., 1992, 1994; Tanabe et al., 1993; Conn
y Pin, 1997).
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Su localizacion perisinaptica y su alta afinidad por el glutamato (Schoepp et al.,
1999) sugieren que estos receptores podrian activarse tras la difusién del glutamato, en
situaciones de estimulacion de alta frecuencia. Ademas, se ha propuesto que también
podrian ser activados por el glutamato procedente de las sinapsis vecinas (Scanziani et al.,
1997; Vogt y Nicoll, 1999; Kew et al., 2001). De este modo, la inhibicion de la liberacion
producida por el receptor evitaria la aparicion de niveles neurotéxicos de glutamato en la
hendidura sinaptica, manteniendo su concentracion a niveles fisioldgicos. Por otro lado, de
acuerdo con su presencia en células de glia estos receptores, podrian estar implicados en
multiples aspectos de la funcién glial y en la comunicacion glia-neurona (Corti et al., 2007,
Durand et al., 2010).

Receptores metabotropicos del grupo lll: receptores mGlu7.

Los receptores metabotrépicos de tipo lll (receptores mGlu4/6/7/8) se expresan
predominantemente en la zona activa presinaptica, donde actlGan principalmente como
receptores inhibitorios, aunque se ha propuesto que, en algunas situaciones, pueden modular

bidireccionalmente la liberacion de glutamato.

Isoformas y localizacion.

Los receptores mGlulll presentan diferentes isoformas por procesamiento alternativo
del extremo carboxilo terminal (Niswender y Conn, 2010; Mercier y Lodge, 2014).

Los receptores mGlu4 se localizan principalmente en la zona activa presinaptica,
presentando una alta expresion en cerebelo, niveles moderados en bulbo olfatorio y tdlamo, y
débil expresidn en el giro dentado del hipocampo y en los ganglios basales (Oishi et al., 1995;
Corti et al.,, 2002). Se ha propuesto la existencia de la variante mGlu4b (Thomsen et al.,
1997), aunque existen discrepancias (Corti et al., 2002). Ademas, hay evidencias de la
isoforma denominada taste-mGlu4, localizada en las papilas gustativas (Chaudhari et al.,
2000).

Los receptores mGlu6 (mGlu6a-c) se localizan sélo en la retina (Nakajima et al., 1993)
y a nivel postsinaptico (Nomura et al., 1994).

Los receptores mGlu8 presentan tres isofromas (mGlu8a-c). Sus niveles de expresion
en el CNS son mas bajos que los de mGlu4/7, habiéndose descrito la expresion de las
isoformas mGlu8a y b en bulbo olfatorio, hipocampo, retina, corteza cerebal, cerebelo y
amigdala, mientras que mGlu8c se expresa en células gliales (Malherbe et al., 1999). Su
localizacién es predominantemente presinaptica (Shigemoto et al., 1997a), aunque se ha da

descrito su presencia a nivel postsinaptico (Koulen y Brandstatter, 2002)
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Las variantes mGlu6b/c y mGlu8c presentan solo el extremo amino terminal y se ha
propuesto que podrian funcionar como receptores solubles 0 como dominantes negativos.

Los receptores receptores mGlu7 presentan 5 isoformas (mGlu7a-e). Los receptores
mGIu7 son los mGlu de tipo Ill mas ampliamente expresados en el CNS, localizandose en la
zona activa presindptica (Shigemoto et al., 1997a). mGlu7a se expresa en altos niveles en
corteza cerebral, tdlamo e hipotalamo, hipocampo, cerebelo, bulbo olfatorio, ganglios basales
y médula espinal. La isoforma mGlu7b sélo se expresa de manera significativa en
determinadas areas cerebrales, como giro dentado, islotes de Calleja, sustancia innominada o
globo palido, donde colocaliza con mGlu7a (Kinoshita et al.. 1998). Las isoformas mGlu7c/d
se expresan en tejidos no pertenecientes al CNS (Schulz et al., 2002).

Ademas, también se ha descrito la presencia de los receptores del grupo mGlulll en
presinapsis GABAérgicas donde actian como heteroreceptores (Kogo et al., 2004), asi como
en distintos tejidos fuera del SNC (Mercier y Lodge, 2014).

Ademas, la localizacién y expresion de los mGlu de tipo Il esta influenciada por otros
aspectos:

1) La neurona postsinaptica con la que establece sinapsis el terminal presinaptico. Los
receptores mGlu de tipo Ill presentan niveles de expresion altos en las presinapsis que
contactan con ciertos subtipos de interneuronas, tal como se ha descrito en las areas CAl y
CA3 (Shigemoto et al., 1996; 1997; Corti et al., 2002; Simogyi et al., 2003; Kogo et al., 2004;
Ferraguti et al., 2005), o en la corteza somatosensorial (Dalezios et al., 2002). Asi, los
terminales presindpticos del axén de una neurona piramidal que establecen sinapsis con
interneuronas que expresan el receptor mGlul, presentan una concentracion del receptor
mGIu7 mas de diez veces mayor que los botones sinapticos del mismo axén, que contactan
con otras neuronas piramidales u otros tipos de interneuronas (Fig. 1.4. A; Shigemoto et al.,
1996). Recientemente, se ha demostrado que la localizaciéon presinaptica de los receptores
mGlu7 depende del reclutamiento por la proteina postsinaptica Elfnl (Tomioka et al., 2014).

2) El desarrollo neuronal. Se ha demostrado una regulacion a la baja de los receptores
mGlu del tipo Il con el desarrollo, tanto en expresion (Bradley et al., 1998; Elezgari et al.,
1999; Simonyi et al., 2000), como en funcién (Manahan-Vaughan y Reymann, 1995; Lacey et
al., 2005; Ayala et al., 2008). Ademas, se ha propuesto que, en las etapas iniciales de
desarrollo, actdan los receptores mGlu4/8 con alta afinidad por el glutamato, mientras que en
etapas mas avanzadas, sélo contindan activos los receptores mGlu7, de baja afinidad (Ayala
et al., 2008). De acuerdo con esta idea, el fenotipo epiléptico de los ratones carentes de los
receptores mGlu7 aparece so6lo a partir de las diez semanas de edad (Sansing et al., 2001).
Ademas, en terminales cerebrocorticales de corteza purificados de ratas jovenes, se expresan
los receptores mGlu4 y mGlu7, mientras que, en los obtenidos de ratas adultas, sélo se

expresan los receptores mGlu7 (Millan et al., 2002b, Martin et al., 2010).
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INACTIVO ACTIVO

Glutamato

tipo PIQy N GIRK

Receptor mGlu7

Fig 1.4. Receptores metabotropicos de tipo 7. (A) Localizaciéon presinaptica de los receptores mGlu7, en
funcion de la neurona postsinaptica con la que establecen sinapsis (Shigemoto et al., 1996). (B) Estructura y
proteinas reguladoras de los receptores mGlu7 (adaptado de Niswender y Conn, 2010) (C) Vias de sefializacion de
los receptores mGlu7 que regulan la liberacién de glutamato.

3) La dotacién de VDCC del terminal presinaptico en la corteza cerebral. En
terminales sindpticos de corteza cerebral de ratas jovenes, se ha observado que el receptor
mGlu4 se expresa y modula la liberacion tanto en terminales con VDCC de tipo N como P/Q,
mientras que el receptor mGlu7 solo se expresan en terminales presinapticos con VDCC de
tipo N (Millan et al., 2002b; 2003). Ademas, en el ratén KO para los canales de tipo N, en el
que todos los terminales presinapticos presentan canales tipo P/Q, se pierde la accién
inhibitoria del receptor mGlu7 (Martin et al., 2008). Por lo tanto, en corteza cerebral, es
posible que el receptor mGlu7 esté asociado Unicamente a terminales presinapticos con
VDCC de tipo N. Sin embargo, en otras areas, como el hipocampo, el receptor se expresa
también en terminales con canales de tipo P/Q (Martin et al. 2008).
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Estructura.

Los GPCR de tipo 3 o C estan caracterizados por presentar un largo dominio
extracelular amino terminal, una region rica en cisteinas que actia como nexo de unién con
los siete dominios transmembrana, y un dominio intracelular carboxilo terminal. Ademas,
estos receptores se presentan funcionalmente como homodimeros (Pin et al., 2003).

La secuencia extracelular amino terminal contiene el dominio de unién a ligandos
ortostéricos, que se unen al mismo lugar que el ligando enddégeno, denominado VFD (del
inglés Venus Flytrap Domain). La unién del glutamato a este dominio provoca el cambio a
conformaciéon cerrada, con los dos I6bulos globulares del dominio dispuestos en torno al
ligando (Fig. 1.4. B; O'Hara et al., 1993; Muto et al 2007). De acuerdo a la dimerizacion de
estos receptores, existen tres estados de activacion de los dimeros (Jingami et al., 2003):
abierto-abierto (inactivo), cerrado-abierto (parcialmente activo), cerrado-cerrado (activo)
(Kniazeff et al., 2004). Ademas, este dominio VFD también puede unir cationes divalente
(Ca* y Mg®"), que modulan la accién del receptor (Kubo et al., 1998; Francesconi y Duvoisin,
2004). El dominio rico en cisteinas es necesario para la propagacion del cambio
conformacional, asociado a la activacion del receptor por unién del agonista al VFD, que da
lugar a la sefializacion intracelular (Rondard et al., 2006).

El dominio 7TM presenta 7 hélices transmembrana conectadas por 3 bucles
extracelulares y 3 intracelulares. El bucle intracelular 2 es el responsable del reconocimiento
especifico de las proteinas G, aunque el resto de bucles y el extremo carboxilo terminal
también participan en esta funcion (Pin et al., 1994; Gomeza et al., 1997). Ademas, al dominio
7TM se unen los moduladores alostéricos de estos receptores, potenciando la accion de los
agonistas ortostéricos 0 actuando como antagonistas no competitivos (Niswender y Conn,
2010).

El dominio carboxilo terminal presenta tres secuencias muy importantes para la
funcién del receptor. El extremo distal presenta una secuencia de unién a dominios PDZ. La
region proximal interacciona con las subunidades By de las proteinas G y con calmodulina,
ademas de presentar los sitios de regulacion por fosforilaciones. Y por Gltimo, la region
intermedia de este dominio carboxilo terminal, es responsable de la localizacion presinaptica
del receptor (Stowell y Craig, 1999; Dev et al., 2001).

Finalmente, se ha descrito que, ademas de la forma homodimérica de estos
receptores, pueden presentarse también como heterodimeros (Doumazane et al., 2011;
Gonzélez-Maezo et al., 2008; Yin et al., 2014), con variaciones en sus perfiles farmacolégicos

(Kammermier, 2012).
Interacciones y fosforilaciones.

Los receptores mGlu del grupo Il interaccionan, por medio de su extremo carboxilo

terminal, con numerosas proteinas, como calmodulina, filamina A, GRIP, GRK2, Plasl, Pias1,

48



INTRODUCCION

PICK1, PKA, PKC, PP1y1, syntenin o a-tubulina (Enz et al., 2007).

El extremo C terminal de los receptores mGIu7 interacciona con la proteina PICK1
(proteina de interaccién con la proteina quinasa C), por medio de su region distal de
reconocimiento de dominios PDZ. Ademas, esta interaccidon es necesaria para la correcta
localizacidon del receptor en la zona activa (Boudin et al., 2000; El Far et al., 2000), para la
correcta funcionalidad del mismo (Dev et al., 2000; Perroy et al, 2002; Zhang et al., 2008), y
modula la fosforilacién del receptor por PKC (Dev et al., 2000; Zhang et al., 2008).

La interaccién con calcio/calmodulina (Ca/CaM), que afecta a la regulacion del
receptor. De esta manera, Ca/CaM, las subunidades By de proteinas G triméricas (Gg,) y la
proteina MacMARKS (proteina de macréfagos miristoilada rica en alanina sustrato de la
quinasa C, MacM, cuya funcion es estabilizar la unién de GBy) interaccionan con la misma
region proximal del extremo C terminal (Fig.1.4.B). Se ha propuesto que, en estado de
reposo, los receptores mGlu7 estan unidos con PICK1, Gg,y MacM. El aumento de Ca** enla
zona activa, concomitante con la liberacion de glutamato, induciria la interaccion con Ca/CaM,
desplazando MacM y Gg,, y permitiendo la sefializacion via proteinas G triméricas (Fig. 1.4. B;
El Far y Betz, 2002; Bertaso et al., 2006). De acuerdo con este modelo, los inhibidores de
CaM suprimen la inhibicién de la liberacion de glutamato por el receptor mGlu7 (O"Connor et
al., 1999; Millan et al., 2002a; Martin et., 2007).

El dominio carboxilo terminal del receptor mGlu7 también interacciona con otras
proteinas, aunque se desconoce exactamente el papel funcional de estas interacciones. Este
es el caso de a-tubulina (Saugstad et al., 2002), filamina A (proteina de unién a actina; Enz,
2002b), la subunidad catalitica y1 de la proteina fosfatasa 1 (PP1y1; Enz, 2002a), GRIP
(proteina con dominios PDZ, Hirbec et al., 2002), la proteina Piasl relacionada con el proceso
de SUMOilacién (Tang et al., 2005) o sintenina (Hirbec et al., 2002; Enz y Croci, 2003).

Ademas, el receptor mGlu7 también participa en complejos proteicos con las proteinas
de la maquinaria exocitética Munc13-1 (Martin et al., 2010) y RIM1a (Pelkey et al., 2008).

Por ultimo, el receptor mGlu7 es regulado por la fosforilacion de la region de unién a
Ca/CaM del dominio carboxilo terminal, que inhibe la accién del receptor (Fig.1.4.B). PKC
fosforila la serina 862 inhibiendo la union de Ca/CaM (Airas et al., 2001) y la funcionalidad del
receptor (Macek et al., 1998; Millan et al., 2002a). Sin embargo, también se ha descrito que la
fosforilacion por PKC es necesaria para la correcta localizacion del receptor (Suh et al., 2008).
PKA también fosforila la Ser862 suprimiendo la accion inhibidora del receptor sobre la
liberacion (Cai et al., 2001).

Farmacologia.
El agonista ortostérico exégeno mas comun de los receptores mGlulll es el acido L-
(+)-2-amino-4-fosfonobutirico (L-AP4). Tanto el glutamato endégeno, como el L-AP4, activan

los receptores mGlu4/6/8 a bajas concentraciones, en el rango micromolar o incluso
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COMPUESTOS ACTIVIDAD SELECTIVIDAD
L-AP4 AgoO mGlu4,6,8 >mGlu7
L-SOP AgoO mGlu4,6,8>mGlu7
(1S,2R)-APCPr AgoO mGlu4,6,8>mGlu7
ACPT-I AgoO mGlu4,6,8
(+)-ACPT-IIl AgoO mGlu4,6,8
PPG AgoO mGlu8 >mGlu4,6>mGlu7
Z-ciclopentil AP4 AgoO mGlu4>mGIlu8
LSP1-2111 AgoO mGlu4,6>mGlu7,8
Acido Cinabarico AgoO mGlu4>mGlu6,7,8
DCPG AgoO mGlu8>mGlu2>mGlu4,6 >mGlu7
S-homo-AMPA AgoO mGlu6>mGlu4,7
LSP4-2022 AgoO mGlu4>mGlu6,7 >mGlu8
MAP4 AgoO Grupo Il
MSOP AntO Grupo Il
MPPG AntO Grupo Il >grupo Il
CPPG AntO Grupo Il >group Il Tabla 1.1. Farmacos que
UBP1112 AntO Grupo 11l >grupo II modulan los receptores mGlu de
LY341495 AntO Grupo Il > mGlu8 >mGlu7 >mGlu4 tipo Ill. Los compuestos en negrita
DCG-IV AntO Grupo Il (Ago)>group IlI son considerados selectivos de los
MDCPG AntO mGlu8 subtipos de receptores mGlu del
XAP044 AntO mGlu7 >mGlu8 >mGlu4,6 grupo l1l. AgoO: agonista ortosterico;
PHCCC MAP mGlu4, mGlul (Ant) AgoA: agonista alostérico; AntO:
VU0155041 MAP/AgoA mGlu4 antagonista ortostérico; MAN:
VU0364770 MAP mGlu4 >mGlu6, mGIus (Ant) modulador alostérico negativo; MAP:
ADX88178 MAP mGlu4 >mGIu8 >mGIu6 (Ago) modulador alostérico positivo.
MMPIP MAN mGlu7 >mGlu8,4 S

bibliograficas de cada compuesto.

ADX71743 MAN mGlu7 >mGlu4,6,8
AZ12216052 MAP mGlu8, mGlu4?

submicromolar, mientras que el receptor mGlu7 es activado a concentraciones submilimolares
o milimolares (Schoepp et al, 1999). Existen multitud de farmacos agonistas y antagonistas,
tanto ortostéricos como alostéricos, de estos receptores (recogidos en la Tablal.l. y
ampliamente en Nisweder y Conn, 2010 y Mercier y Lodge, 2014), aunque existen pocos
farmacos especificos para cada uno de los subtipos de receptores mGlulll. Concretamente,
para el receptor mGlu7 no existen agonistas ortostéricos especificos, pero si ligandos
alostéricos, como el modulador positivo AMNO82, o los moduladores negativos MMPIP y
ADX71743. Ademas, recientemente se ha propuesto la accion selectiva sobre el receptor
mGIlu7 del antagonista XAP044 (Gee et al., 2014). No obstante, la accién de estos
moduladores alostéricos es compleja y puede que se restrinja a algunas acciones del
receptor o al contexto celular. Aunque el AMNO82 puede activar proteinas G en lineas
celulares (Suzuki et al., 2007) e inducir la internalizacidon del receptor (Pelkey et al., 2008), no
activa las vias de sefalizacion dependientes del receptor mGlu7 en algunas sinapsis (Ayala et
al., 2008). Por otra parte, MMPIP, aunque bloquea la activacion de proteinas G por L-AP4 en
lineas celulares (Suzuki et al., 2007), no antagoniza la inhibicién de la liberacién de glutamato
por activacion del receptor en ciertas sinapsis (Niswender et al., 2010). Por otra parte, se ha

propuesto que el agonista ortostérico del receptor mGlu4, LSP4-2022, y el modulador
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alostérico negativo ADX71743, regulan también la actividad del receptor mGlu7 (Goudet et
al., 2012; Klar et al., 2015).

Modulacidon de la liberacidn de glutamato.

Los receptores metabotropicos de tipo Il inhiben la liberaciébn de neurotrasmisor por
distintos mecanismos, aunque también existen evidencias de su accién potenciadora (Fig.
1.4.C). Se ha demostrado que el receptor mGlu7 integra su via de sefialacién inhibidora
(Ladera et al., 2007; Martin et al., 2008), y probablemente potenciadora (Martin et al., 2010),
con los receptores de adenosina A; y GABA B, con los que se coexpresa. Ademas, se ha
propuesto que los receptores metabotrépicos de tipo Il se acoplan a otras sefializaciones,
como la activacién de las vias de MAPK o PI3K (lacovelli et al., 2003), o la modulacién de los
receptores NMDA postsindpticos (Gu et al., 2012).

Por otra parte, la accion del receptor mGlu6 en retina es diferente a la del resto de
receptores mGlulll. Este receptor, localizado a nivel postsinaptico en las células bipolares ON,
inhibe los canales catiénicos TRPML1 (Koike et al 2010; Morgans et al., 2010).

Inhibicion de la liberacidon. La activacion de los receptores metabotrépicos de tipo il
por L-AP4 reduce la neurotransmisién excitadora en numerosas regiones cerebrales:
hipocampo (White et al., 1979; Harris y Cotman, 1983; Basky et al., 1991; Bushell et al., 1996;
Dietrich et al. 1997; Macek et al., 1996; Zhai et al., 2002; Capogna, 2004; Pelkey et al., 2005;
Ayala et al., 2008), amigdala (Rainnie y Shinnick-Gallegher, 1992; Neugebauer et al., 1997),
bulbo y tracto olfatorio (Tromboy y Westbrook, 1992; Anson y Collins 1987; Jones et al.,
2008), estriado (Pisani et al., 1997; Cuomo et al., 2009), globo péalido (Matsui y Kita, 2003),
talamo (Turner y Salt, 1999; Kyuyoung y Huguenard, 2014), hipotalamo (Oliet et al., 2001;
Panatier et al., 2004), cerebelo (Lorez et al., 2003), nucleo accumbelens (Manzoni et al.,
1997; Xi et al., 2003), coliculo superior del mesencéfalo (Pothecary et al. 2002; Lacey et al.,
2005), sustancia negra (Bonci et al., 1997; Wingmore y Lacey, 1998; Wittmann et al., 2001),
cdliz de Held (Takahashi et al.,, 1996; Renden et al., 2005; Billups et al., 2005) o en
sinaptosomas de corteza cerebral (Millan et al., 2002a, 2002b; 2003; Martin et al., 2007).
Ademads, esta inhibicion tiene un origen presindptico, ya que: 1) estd asociada a un
incremento en el cociente entre pares de pulsos (PPR, Harris y Cotman, 1983; Lorez et al.,
2003; Manzoni et al., 1997; Bonci et al., 1997); 2) reduce la frecuencia, pero no la amplitud de
la liberacion espontanea 0 mEPSC (Gereau y Conn, 1995; Manzoni et al., 1997; Schrader y
Tasker, 1997; Schoppa y Westbrook, 1997; Panatier et al., 2004); 3) y ha sido estudiada en
terminales presinapticos purificados o sinaptosomas (Millan et al., 2002a, 2002b, 2003; Martin
et al., 2007).

Ademads, estos receptores pueden actuar como heteroreceptores en terminales
GABAérgicos (Salt y Eaton, 1995; Bonci et al., 1997; Schrader y Tasker, 1997; Wittmann et
al., 2001; Semyanov y Kullman, 2000; Matsui y Kita, 2003; Valenti et al., 2003; Turner y Salt,
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2003; Panatier et al., 2004; Kogo et al., 2004; Rusakov et al., 2004; Giustizieri et al., 2005;
Chu y Moenter, 2005; Maclnnes et al., 2008; Cuomo et al., 2009; Kyuyoung y Huguenard,
2014; Klar et al., 2015)

Estudios con agonistas ortostéricos no selectivos, agonistas selectivos y los ratones
KO correspondientes, han permitido determinar la accion individual de los diferentes subtipos
de receptores. El receptor mGlu4 tiene una accién inhibidora en la sinapsis cereberal de la
fibra paralela con la neurona de Purkinje (Pekhletski et al., 1996; Abibol et al., 2008; Goudet
et al.,, 2012), en la sinapsis de la corteza lateral olfatoria del tracto piriforme (Jones et al.,
2008), en los ganglios basales y sus circuitos motores asociados (Marino et al., 2003; Valenti
et al., 2003; 2005; Cuomo et al., 2009; Beurrier et al., 2009) y en el hipotdlamo (Panatier et
al., 2004). El receptor mGIlu8 actia en el hipotalamo (Panatier et al., 2004), coliculo superior
(Pothecary et al. 2002), hipocampo (Zhai et al., 2002; Ayala et al., 2008; Mercier et al., 2013),
talamo (Kyuyoung y Huguenard, 2014), sustancia gris periacueductal (Marabese et al., 2005),
amigdala (Ren et al., 2011; Palazzo et al., 2011) y céliz de Held (Renden et al., 2005). El
receptor mGlu7 presenta un papel inhibidor en hipocampo (Laezza et al., 1999; Kogo et al.,
2004; Pelkey et al., 2005; Ayala et al.,, 2008), talamo (Turner y Salt, 2003; Kyuyoung y
Huguenard, 2014), nicelo acumbeles (Xi et al., 2003; Li et al., 2008), sustancia gris
periacueductal (Marabese et al., 2007), amigdala (Ugolini et al., 2008; Ren et al., 2011; Gee
et al., 2014) y corteza cerebral (Millan et al. 2002a, 2002b, 2003 ; Martin et al., 2007).

Los receptores mGlu del grupo Il inhiben la liberacién de glutamato por medio de
distintos mecanismos:

1) La inhibicién de los VDCC. Esta accién reduce tanto la liberacion espontanea,
como la inducida por despolarizacion, afectando tanto a canales de tipo P/Q, como de tipo N.
Esta inhibicion implica a proteinas Gi/o sensibles a PTx, por un mecanismo delimitado a la
membrana plasmatica, en el que participan las subunidades By (Herlitze et al., 1996). Este
mecanismo se ha descrito en cultivos neuronales (Trombley y Westbrook, 1992; Sahara y
Westbrook, 1993; Hay y Kunze, 1994; Tyler y Lovinger, 1995), neuronas piramidales (Stefani
et al., 1996; 1998), neuronas de hipocampo (Copogna; 2004; Pelkey et al., 2005), el caliz de
Held (Takahashi et al., 1996; Renden et al., 2005), interneuronas corticales (Rusakov, 2004),
axon reticuloespinal (Cochilla y Alford, 1998), tracto solitario (Glaum y Miller, 1995) y
preparaciones de terminales sinapticos purificados (sinaptosomas) de corteza cerebral
(Herrero et al., 1996; Vazquez y Sanchez-Prieto, 1997; Millan et al., 2002a) e hipocampo
(Martin et al., 2007). Estos mecanismos de inhibicion pueden ser revertidos por la
fosforilacion del receptor por PKC y PKA, y requieren la accion de Ca/CaM. Por lo tanto, la
regulacion de estas proteinas afecta a los mecanismos de inhibicién por receptores mGlu?7, tal

como se ha detallado previamente en el apartado Interacciones y fosforilaciones.
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En cultivos de neuronas granulares de cerebelo, se ha observado que el receptor
expresado a nivel somético, puede acoplarse a PLC y activar PKC para inhibir los VDCC
(Perroy et al., 2000). En consonancia con este mecanismo, se ha descrito que la LTD
inducida por activacion del receptor mGlu7 en las fibras musgosas de hipocampo es
dependiente de PKC (Pelkey et al., 2005).

2) Por otra parte, también se ha propuesto la capacidad de los receptores mGlu de
tipo Il de inhibir la liberacion de glutamato por medio de la inhibicion de la maquinaria
exocitdtica. Asi, en rodajas de hipocampo el receptor mGlu8 inhibe los potenciales campo
(fEPSC) y los mEPSCs, sin alterar la entrada, difusion o aclaramiento del Ca**. Se ha
propuesto que esta accion es el resultado de una reduccion en la afinidad por el Ca?* de los
sensores de la exocitosis, y, como consecuencia, de la tasa de liberacién, lo que se ha
asociado a la inhibicion de la maquinaria exocitética (Erdmann et al., 2012).

3) Los receptores metabotropicos de tipo Il también ponen en marcha mecanismos de
inhibicién de la adenilato ciclasa (AC). Se ha demostrado que estos receptores se acoplan
a proteinas Gai/o sensibles a PTx, e inhiben el efecto potenciador de la estimulacion de la AC
y la formacién de cAMP. Este fendbmeno se ha puesto de manifiesto en sistemas de expresion
(Okamoto et al., 1994; Wu et al., 1998), en rodajas de hipocampo (Schoepp y Johnson, 1993)
y estriado (Schaffhauser et al., 1997), asi como en sinaptosomas (Herrero et al., 1996; Millan
et al 2002b; Martin et al., 2007). Asi mismo, es muy importante destacar que esta via de
sefializacion no reduce los niveles de cAMP en ausencia de estimulacion de la AC (Schoppa
y Westbrook, 1997; Herrero et al., 1996; Millan et al., 2002a, Martin et al., 2007). Asi, el
receptor mGIlu7 inhibe la potenciaciéon dependiente de la activacion de los receptores [3-
adrenérgicos mediada por la via AC/PKA en terminales presinapticos glutamatérgicos
(Herrero et al., 1996; Millan et al., 2002a). Sin embargo, otros estudios demuestran que la
activacion prolongada del receptor favorece fenbmenos de LTP dependientes de AC/PKA,
asociadis a la disminucién de la interaccion con la proteina RIM, que se postula como uno de
los efectores finales de esta via (Pelkey et al., 2008). Por lo tanto, el papel fisioloégico de este
mecanismo inhibitorio en la modulacién de la liberacion de glutamato permanece sin aclarar
completamente, aunque podria estar relacionado con la inhibicién de vias de sefalizacién
dependientes de la activacion de la AC.

4) Los receptores mGlu del grupo Il también pueden dar lugar a la activaciéon de
canales de K+, inhibiendo de manera indirecta la activacion de los VDCC vy la liberacion de
neurotransmisores. Esta sefializacion depende de proteinas Gi/o, por un mecanismo directo,
por medio de las subunidades By, o indirecto, por la inhibicién de la AC. Este efecto ha sido
demostrado en distintas preparaciones para distintos tipos de canales K*. El receptor mGlu4
activa canales sensibles a 4-AP (4-aminopiridina) en rodajas de cerebelo (Daniel y Crepel,
2001) y en el axon reticuloespinal (Cochilla y Alford, 1998). Ademas, el receptor mGlu4, a

través de la reduccion de la actividad inhibidora de PKA, activa canales de doble poro
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K(2P)2.1/TERK1 en sistemas de expresién (Cain et al., 2008); mientras que el receptor
mGIlu7 puede activar canales GIRK en sistemas de expresion (Saugstad et al., 1996;
Niwender et al., 2008)

Potenciacion de la liberacion. Aunque el papel canénico de los receptores mGlu del
grupo lll es inhibidor, existen diferentes evidencias acerca su accién aumentando la liberacion
de glutamato. En la corteza entorinal, la activacion de los receptores mGlu4 y mGlu8, ademas
de inhibir la liberacion inducida por despolarizacion, aumenta la frecuencia de la liberacién
espontanea (Evans et al., 2000; Woodhall et al., 2007), habiéndose propuesto como
mecanismo de potenciacion la activacion de la AC (Woodhall et al., 2007). También se ha
observado, a través de microdidlisis in vivo en la sustancia gris periacueductal (PAG), un
aumento en la liberacion de glutamato y reduccién en la de GABA, en la que esta
probablemente implicado el receptor mGlu8, siendo ambos procesos dependientes de la AC y
PKA (Marabese et al., 2005). Un efecto similar ha sido descrito en el ndcleo acumbens (Li et
al., 2008). La activacion por AMNO082 del receptor mGlu7 en la amigdala aumenta la amplitud
de los EPSC, asi como la frecuencia, pero no la amplitud, de la liberacién en ausencia de
estimulacion (sePSC), sin afectar la liberacion espontdnea (mEPSC), por lo que se ha
propuesto que este efecto es consecuencia indirecta de la inhibicién de la transmisién
GABAérgica (Ren et al., 2011). Ademas, en la amigdala se ha observado una forma de LTP
por activaciéon de los receptores de tipo lll, que permanece a pesar del lavado del agonista
(Neugebauer et al., 1997). Se ha propuesto también que la estimulacion de alta frecuencia en
el caliz de Held presenta una modulacion dual por receptores de tipo lll, dando lugar a un
mecanismo inhibitorio de disminucion de probabilidad de liberacién (Pr) y otro compensatorio,
qgue implicaria el aumento del RRP (Billups et al., 2005). Asi mismo, en las sinapsis de las
fibras musgosas de hipocampo con interneuronas, se ha descrito la pérdida de inhibicién por
el receptor mGlu7 tras la exposicion prolongada al agonista (Pelkey et al., 2005), aunque en
este caso se ha propuesto como mecanismo la internalizacién del receptor, y no mecanismos
adicionales de potenciacion (Pelkey et al., 2005; 2008).

En sinaptosomas de corteza cerebral, tras la exposicion prolongada al agonista L-
AP4, también se ha observado una pérdida de la accién inhibidora del receptor mGlu7 sobre
estimulaciones con altas concentraciones de KCI (Martin et al., 2010). Se ha demostrado que
este fendmeno es consecuencia de la aparicion de una nueva sefializacion del receptor tras la
exposicion prolongada al agonista, que potencia la liberacion de glutamato, compensando la
accion inhibidora del receptor. En esta preparacion, la activacion prolongada del receptor
mGlu7 activa la fosfolipasa C (PLC), por un mecanismo insensible a PTx, y por lo tanto, no
dependiente de proteinas Gi/o. El acoplamiento del receptor a PLC ha sido descrito
previamente, aunque asociado a la respuesta inhibidora del receptor (Perroy et al., 2000). En
la preparacion de sinaptosomas, la potenciacion de la liberacion es dependiente de proteinas

que unen DAG, distintas de PKC, y promueve la translocacion de la proteina Muncl13-1 a la
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membrana plasmatica del terminal presinaptico. Ademas el receptor forma complejos con
esta proteina (Martin et al., 2010). Acorde con este mecanismo, la activacion de Muncl3 por
PLC participa en procesos de STP (Rosenmund et al., 2002). Ademas, la activacién del
receptor mGlu7 promueve procesos de LTP dependientes de cAMP y de la proteina RIM
(Perkey et al., 2008). Dado que Muncl13 y RIM interaccionan para la preparacion las vesiculas
sinapticas para su liberacion (Deng et al., 2011), es posible que los receptores mGlu7 puedan
participar en mecanismos de potenciacion de la liberacion de glutamato dependientes de la
magquinaria exocitotica.

Plasticidad sinaptica. Los receptores metabotropicos de tipo Ill tienen un papel en
procesos de plasticidad, tanto de caracter potenciador como inhibidor.

En las sinapsis de las fibras musgosas de hipocampo con interneuronas, se ha
demostrado que la estimulacion de alta frecuencia (HFS) puede inducir, mediante la
activacion del receptor mGlu7, fenémenos de LTD dependientes de PKC. Sin embargo, esta
LTD desaparece por la aplicacion prolongada del agonista, como consecuencia de la
internalizacién del receptor (Pelkey et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que la LTD en
interneuronas requiere la acciébn combinada del receptor mGlu7, a nivel presinaptico, con la
entrada de Ca®" por receptores AMPA, a nivel postsinaptico (Laezza et al., 1999).
Experimentos in vivo han corroborado la accion de estos receptores en LTD. Asi, la aplicacion
del antagonista de los receptores mGlu de tipo Ill, CPPG, inhibe el desarrollo de LTD
(Kluausnitzar et al., 2004; Altinbilek y Manahan-Vaughan, 2007). Ademas, los tratamientos
con el agonista L-AP4 (Naie et al., 2005; 2006) y el agonista selectivo del receptor mGlu8,
DCPG (Lodge et al., 2013), inducen este fendbmeno. Por otra parte, el raton que carece del
receptor mGlu7 muestra una reduccion en la facilitacion a corto plazo (STP) y en la fase inicial
de la potenciacion a largo plazo (LTP, Bushell et al., 2002). También se ha descrito que la
activacion de receptores mGlu del grupo 11l da lugar a una depresion durante la aplicacion del
agonista, seguida de fenémenos de LTP dependientes de la activacion de receptores NMDA
tras lavar el agonista (Tolchard et al., 2000). Otros estudios relacionan los receptores mGlu
del grupo Ill con la LTP independiente de NMDA (Grover y Yan, 1999). Sin embargo, en otros
trabajos de investigacion, la aplicacién del antagonista CPPG no inhibe la induccién de LTP
(Manahan-Vaughan y Reymann, 1995; Altinbilek y Manahan-Vaughan, 2007). Ademas, estos
receptores tienen un papel importante en la LTP en la amigdala, ya que el antagonista
selectivo para mGlu7, XAP044, inhibe este fenbmeno (Gee et al., 2014) y la eliminacion del
receptor mGlu7 reduce la LTP (Fend et al., 2013). Estudios recientes, en las proyecciones
axonales colaterales de Schaffer de las piramidales de CA3, sobre la neuronas piramidales de
CAl en hipocampo, han demostrado que el blogqueo del receptor mGlu7 en sinapsis
GABAérgicas inhibe el desarrollo de la LTP, y su activacion incrementa la magnitud de
procesos submaximos de LTP. Por lo tanto, la accion de los mGlu7 como heteroreceptores en

las sinapsis GABAérgicas seria la desinhibicion de la transmisién glutamatérgica (Klar et al.,
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2015). Por otra parte, cabe destacar que la activacion prolongada del receptor mGlu7 facilita
el desarrollo de los fenédmenos de LTP dependientes de la via AC/PKA (Pelkey et al., 2008).
Se ha propuesto que la activacion prolongada del receptor produce su internalizacion,
provocando la disminucién en su interaccion con la proteina RIM (Pelkey et al., 2008), y
permitiendo la actuacién de esta proteina en los fendmenos de potenciacién sinptica
(Castillo et al., 2002; Lonart et al., 2003).

Funciones fisiolégicas y patolédgicas.

Los receptores mGlu del tipo Il de alta afinidad por glutamato, mGlu4 y mGlu8, dada
su funcién inhibidora sobre la transmisidén sinaptica y su localizacién en la zona activa,
podrian tener un papel en el control de la concentracién de neurotransmisor durante la
actividad neuronal normal. El uso de los antagonistas de los receptores mGlu lll, ha llevado a
proponer la posible activacién ténica de estos receptores (Pekhletski et al., 1996; Cao et al.,
1997; Schader y Tasker, 1997; Xi et al., 2003; Losonczy et al., 2003; Acuna-Goycolea et al.,
2004; Chu y Moenter, 2005; Li y Neugebauer, 2006). Ademas, el aumento en la probabilidad
de liberacion de los ratones carentes de los receptores mGlu4, estaria de acuerdo con la
activacion tonica de este receptor (Pekhletski et al., 1996).

Asi mismo, en condiciones de gran actividad sinptica, en las que se alcancen altas
concentraciones de glutamato en la sinapsis, ademas de estos receptores, se podrian activar
también los receptores de baja afinidad mGlu7, que permanecerian inactivos en condiciones
de actividad sinaptica moderada. Asi, en condiciones de estimulacidon de alta frecuencia
(HFS), se ha demostrado que la depresion sinaptica puede ser revertida ligeramente por los
antagonistas de los receptores mGlu de tipo Il (von Gersdorff et al., 1997; Chen et al., 2002;
Lorez et al., 2003; Cosgrove et al., 2011), aunque en otros casos no se han observado estos
efectos (Capogna, 2004). Una explicacion a la reducida o nula accion de los antagonistas,
podria estar en el posible papel compensatorio de los mecanismos potenciadores sobre los
inhibidores (Billups et al., 2005). Asi, la potenciacion de la liberacién de glutamato observada
(Martin et al., 2010), podria desempefiar un papel homeostatico a corto plazo en la regulacion
de este proceso, manteniendo la liberaciébn en situaciones de inhibiciébn prolongada.
Apoyando el papel de los receptores mGlu Il en estos fenédmenos, se ha demostrado que la
HFS recluta estos receptores (Semyanov y Kullmann, 2000), y que el aumento en la
concentracion de neurotransmisor en la hendidura singptica produce un aumento en los
efectos inhibidores de los receptores mGlu del grupo Il (Oliet et al., 2001; Semyanov y
Kullmann, 2000; Piet et al., 2004; Vera y Tapia, 2012).

Ademds, estos receptores pueden tener un papel relevante en los procesos
cognitivos como la consolidacion de la memoria y el aprendizaje (Riedel et al., 2003). Asi, el
tratamiento con el antagonista no selectivo CPPG produce deficiencias en la memoria

espacial a largo plazo (Altinbilek y Manahan-Vaughan, 2007) y los ratones que carecen de los
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receptores mGlu7 (Hdlscher et al., 2004, 2005), mGlu4 (Gerlai et al., 1998) y mGlu8 (Gerlai et

al., 2002), sufren deficiencias en procesos relacionados con el aprendizaje y la memoria.

Los receptores mGlu de tipo Il esta implicada en en diversas patologias, destacando
la accidn anticonvulsionante y neuroprotectora de sus agonistas.

La accion de estos receptores se ha relacionado con la epilepsia. Se ha demostrado
que los agonistas de estos receptores tiene efectos protectores frente a los ataques
epilépticos con diferentes modelos (Tizzano et al., 1995; Suzuki et al., 1996; Tang et al., 1997;
Chapman et al., 1999; Sansig et al., 2001; Folbergrova et al., 2003; Moldrich et al., 2003). La
baja afinidad del receptor mGlu7 por glutamato lo hace un candidato ideal para la accién
anticonvulsionante en situaciones patolégicas de exceso de liberacibn de este
neurotransmisor, como ocurre en los ataques epilépticos. Asi, el ratén carente de los
receptores mGIlu7 muestra, a partir de las diez semanas de edad, un aumento en la
susceptibilidad a los atagues epilépticos y una disminucion en el efecto de farmacos
anticonvulsionante (Sansig et al., 2001). Es posible que, en animales mas jévenes, exista una
compensacion por otros receptores del tipo Ill, como mGlu4 (Millan et al., 2002b), debido a los
cambios en la expresion de los mismos durante el desarrollo (expuestos en el apartado
Isoformas y localizacion). Ademas, se ha demostrado que los receptores mGlu8 (Moldrich et
al., 2001; Robbins et al. 2007; Folbergrova et al., 2008) y mGlu4 (Snead et al., 2000), tienen
también un papel anticonvulsionante.

Se ha propuesto un papel de los receptores mGlu del grupo Il en neuroproteccion.
Los agonistas de los receptores mGlulll protegen frente a agentes neurotéxicos en cultivos
(Bruno et al., 1996; Gasparini et al., 1999; lacovelli et al 2002), asi como en modelos animales
de dafio cerebral (Zhou et al., 2003) o de enfermedades neurodegenerativas (Battaglia et al.,
2006; Austin et al., 2010; Betts et al., 2012; Domin et al., 2014).

Este es el caso de la enfermedad de Parkinson (Battaglia et al., 2006; Austin et
al.,2010; Betts et al., 2012), donde los agonistas de los receptores mGlu del grupo Il tienen
efectos positivos en modelos de esta enfermedad (Macinnes et al., 2004; Konieczny et al.,
2007), incluso en las etapas asintomaticas iniciales (Lopez et al., 2007; 2012). El receptor
mGlu4 parece responsable de estos efectos debido a su localizacion (Bradley et al., 1999) y a
su perfil farmacolégico (Marino et al., 2003; Beurrier et al., 2009; Battaglia et al., 2006; Lopez
et al., 2007; Hopkins et al., 2009; Jones et al., 2012; Betts et al., 2012; Bennouar et al. 2013;
Amalric et al. 2013).

Los receptores mGlu lll estan presentes en areas del sistema nervioso relacionadas
con la nocicepcion, como las fibras aferentes primarias, médula espina, amigdala o
sustancia gris periacueductal (Goudet et al., 2009). De acuerdo a esta expresion, los
agonistas de estos receptores reducen la hiperalgesia en modelos de inflamacién y dolor

neuropatico (Goudet et al., 2008). Ademas, las acciones inhibidoras de estos receptores
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estan exacerbadas en algunos modelos de patologias nociceptivas (Li y Neugebauer, 2006;
Han et al., 2004). Sin embargo, los distintos subtipos de receptores parecen desarrollar
respuestas diferentes. Asi, mientras que la activacion de los receptores mGlu4 (Goudet et al.,
2008) y mGlu8 produce efectos analgésicos, el activador de mGlu7, AMNO082, produce un
efecto nociceptivo y su inhibidor, MMPIP, da lugar a efectos analgésicos (Marabese et al.,
2007; Palazzo et al., 2008; 2011; 2013).

Asi mismo, los receptores mGlu lll estan relacionados con la ansiedad, ya que sus
agonistas producen efectos anxioliticos (Tatarczynska et al., 2001; Palucha, 2004; Stachowicz
et al., 2009). Estos efectos se han relacionado con la accion del receptor mGlu8, tal como se
ha demostrado con estudios empleando los ratones carentes de este receptor (Linden et al.
2002; Duvoisin et al., 2005; Robbins et al., 2007; Davis et al., 2013) o con sus agonitas
especificos (Duvoisin et al., 2010). Ademas, los receptores mGlu4 también median efectos
anxioliticos (Palazzo et al. 2008). Por otra parte, los receptores mGlu7 has sido relacionados
tanto con acciones anxioliticas (Cryan et al., 2003; Stachowicz et al., 2008; Fendt et al., 2013;
Gee et al., 2014), como anxiogénicas (Palazzo et al. 2008).

Por ultimo, los receptores mGlu del grupo lll también se ha relacionado con la
adiccion a drogas (Mao et al., 2013). El agonista L-AP4 reduce el comportamiento adictivo
(Mao y Wang, 2000; David y Abraini, 2003), probablemente por su accién inhibitoria sobre la
liberacion de dopamina (Mao et al., 2000). El activador de mGlu7, AMNO082, también reduce el
comportamiento adictivo por cocaina (Li et al., 2009) y alcohol (Bahi et al., 2012), mientras
que su inhibidor MMPIP aumenta el consumo de alcohol (Bahi et al., 2012). Asi mismo, el
agonista selectivo de mGlu8, DCPG, también reduce el comportamiento adictivo asociado al
alcohol (Backstrom y Hyytia, 2005). Ademés, el consumo cronico de drogas altera la
expresion de estos receptores: el tratamiento con cocaina reduce la expresion de mGIu8
(Zhang et al., 2009) y la respuesta a L-AP4 (Neugebauer et al., 2000), mientras que la
administracion crénica de anfetaminas produce el aumento de la expresion de este receptor
(Parelkar y Wang, 2008).

2.2.2. Heteroreceptores.

Ademas del glutamato, otros neurotransmisores o neuropéptidos desempefian un
papel en la modulacion de la transmision sinaptica glutamatérgica. Estos otros
neurotransmisores son liberados por sinapsis cercanas o por la misma neurona (Hnasko y
Edwards, 2012), y se unen a sus correspondientes receptores que se expresan también en
las sinapsis glutamatérgicas (heteroreceptores). Los GPCRs que actian como
heteroreceptores en las sinapsis glutamatérgicas, estan acoplados a diferentes proteinas G

triméricas, dando lugar a distintas vias de sefializacion (Fig. 1.5).
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Receptores B-adrenérgicos.

Los receptores B-adrenérgicos (B-AR) son un tipo de GPCRs, perteneciente a la
familia de los receptores adrenérgicos, que actian como heteroreceptores en las sinapsis
glutamatérgcas. Esta familia de receptores pertenece al tipo A de GPCR o receptores tipo
rodopsina, concretamente a la subfamilia A17. Estos receptores, en el SNC, son activados
por norepinefrina, y estan acoplados a la estimulacion de la adenilato ciclasa (AC) por medio
de proteinas Gs, generando el segundo mensajero AMP ciclico, cAMP. Los B-AR ejercen
importantes y variadas funciones biologicas en diferentes tejidos, participando también en

mecanismos de plasticidad sinaptica en el cerebro.

Norepinefrina.

Las catecolaminas epinefrina (o adrenalina) y norepinefrina (NE o noradrenalina), son
los neurotransmisores enddgenos que activan los receptores adrenérgicos. Las
catecolaminas son sintetizadas en distintos tipos celulares: la epinefrina en las células
cromoafines de la médula adrenal, mientras que, en el CNS, la NE y dopamina son
sintetizadas en los terminales presinapticos de las neuronas noradrenérgicas y
dopaminérgicas, respectivamente. Por la accion de la enzima tirosina hidroxilasa, empleando
O, y biopterina como cofactor, la tirosina es transformada en L-DOPA. Después de esta etapa
limitante y altamente regulada, otras enzimas participan en las reacciones secuenciales que
dan lugar a las catecolaminas. La accion de la descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos
(AADC) produce dopamina a partir de L-DOPA. A continuacion, la dopamina B-hidroxilasa
produce norepinefrina, de la que se obtiene la epinefrina por la accion de la feniletanolamina
N-metiltransferasa (Hein, 2006).

La dopamina es sintetizada en el interior del terminal presinaptico, siendo transportada
al interior de SVs por medio de transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT?2). La
norepinefrina es el neurotransmisor que activa los receptores adrenérgicos en las sinapsis del
CNS. La NE es sintetizada y almacenada en el interior de las SVs, que contienen la enzima
dopamina [B-hidroxilasa. La NE liberada a la hendidura singptica es recaptada al terminal
presinaptico por el transportador de norepinefrina (NET), 0 a otras células, como la neurona
postsinaptica, por el transportador extracelular de monoaminas (EMT/OCT3/SLC22A3). La
NE recaptada en el terminal presinaptico puede ser empleada para el rellenado de las SVs a
través del VMAT2, o puede ser metabolizada por la monoamina oxidasa (MAO) presente en
la membrana externa mitocondrial, o por la catecol-O-metiltransferasa (COMT; Torres et al.,
2003).
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Isoformas y localizacién.

Los receptores adrenérgicos presentan 9 isoformas

clasificadas en 3 clases: los receptores a; (a;A, a;B, a;C),

COMPUESTOS | SELECTIVIDAD

Agonistas
ax (oA, 0B, aC) y B (B1, B2, PBs). Los receptores BRL35135A Bs-AR
q P iedad d iid Bambuterol B-AR
adrenérgicos se expresan en gran variedad de tejidos cOmo  p 151774 B-AR
corazon, rifion, higado, adipocitos, musculo liso vascular y CL316,243 Bs-AR
) ) . . ] Clenbuterol B-AR
bronquial, linfocitos y sistema nervioso central. En el pobutamina Bi-AR
cerebro, la inervacion noradrenérgica se origina en el locus Fenoer B-AR
Formoterol B2.-AR
ceruleus (Foote et al., 1983), una region del troco Isoetarina B-AR
fali di , del Isoproterenol B-AR
encefalico, cuyas neuronas proyectan a diversas areas del | o aiina B-AR
cerebro, como la corteza, la amigdala, el hipocampo, el L755507 Bs-AR
) Levalbuterol B-AR
tadlamo o el cerebelo (Kvetnasky et al., 2009). Metaproterenol B.-AR
Los  receptores  Bj-adrenérgicos  se  localizan Frocaerol B-AR
Denopamina Bi-AR
mayoritariamente en la corteza cerebral, el niucleo olfatorio  Ritodrina B-AR
. , . . , . SR-58611A B:-AR
anterior, nucleo septal lateral intermedio, nucleo del reticulo Salbutamol B,-AR
del tdlamo, complejo oculomotor, nicleo vestibular, nicleo  Salmeterol B-AR
; ) i Terbutalina Bs-AR
profundo del cerebelo, ndcleo trapezoidal, ndcleo abducens, 7p7114 Bs-AR
formacion reticular, glandula pineal y médula espinal 2" BAR

Antagonistas

(Nicholas et al., 1993; Paschalis et al, 2009). Los Metoprolol B-AR
t d L. itari t Propranolol B-AR
receptores B.-adrenérgicos se expresan mayoritariamente o - B-AR
en el bulbo olfatorio, la corteza piriforme, giro dentado del Atenolol B1-AR
. } ; Betaxolol B:1-AR
hipocampo y nucleo del talamo y corteza cereberal gisoprolol B.-AR
(Nicholas et al., 1993). Los receptores Bs se expresan en CGP-20712A B-AR
IC118,551 B-AR
tejido cerebral en menor medida que los otros receptores - L-765,314 Bs-AR
. . L Pindolol B1-AR
AR, pero su presencia ha sido detectada principalmente en SRE9230A B, AR
hipocampo, corteza y estriado (Summers et al., 1995). Timolol B-AR
A nivel subcelular los B-AR se expresan en
Tabla 1.2. Farmacos que

neuronas catecolaminérgicas a nivel postsinaptico y en

menor medida a nivel presinaptico (Aoki et al., 1989), asi

modulan los receptores B-AR.

como en astrocitos asociados a estas neuronas (Aoki y Pickel, 1992a, b). A pesar de que
existen evidencias funcionales de la accion de los B-AR en sinpsis glutamatérgicas, como
se describe a continuacién, no existen estudios que muestren datos ultraestructurales acerca

de su localizacion en sinapsis excitatorias.

Estructura, regulacién y farmacologia

Los B-AR son uno de los tipos de GPCR mas profundamente estudiados a nivel
estructural (Cherezov et al., 2007; Rasmussen et al., 2011a, b). En general, su estructura y
dominios, son similares a

los descritos para otros receptores con 7 segmentos
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transmembrana, como los receptores mGlu del grupo Il (apartado 2.2.1.) Se ha demostrado
que los receptores B1 y B2 pueden formar homo y heterodimeros (Mercier et al., 2002), y se ha
sugerido que, o bien la union del agonista favorece esta dimerizacion, o el agonista se une
preferentemente a los dimeros ya formados (Angers et al., 2000). Ademas, se ha propuesto
que los receptores 3, pueden formar homo- (Angers et al., 2000) y heterodimeros con las
otras isoformas de los B-AR (Lavoie et al., 2002; Mercier et al., 2002; Breit et al., 2004).

Los mecanismos de regulacion de los B-AR, asociados a su internalizacion, también
han sido ampliamente estudiados y aplicados al estudio de otros tipos de GPCR (Ferguson,
2001). Después de su activacion, los B-AR son fosforilados por quinasas, como PKA, PKC o
quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRK), lo que reduce el acoplamiento del
receptor a la sefializacién por proteinas G triméricas. Estas fosforilaciones dan lugar al
reclutamiento de B-arrestina, que evita el acoplamiento con las proteinas G y prepara al
receptor para su internalizacion. De esta manera, los receptores se internalizan en
endosomas, pudiendo ser desfosforilados y reciclados a la membrana para una nueva
estimulacion, o degradarse en lisosomas (Lefkowitz et al., 1998; Drake et al., 2006;
Vasudevan et al.,, 2011). Ademas, recientemente se ha propuesto que los B-AR pueden
continuar sefalizando para la generacion de cAMP después de ser internalizados, aunque se
desconoce la funcién de estos mecanismos (Irannejad et al., 2013; Irannejad y von Zastrow,
2014).

Respecto a su farmacologia, dada la importancia fisiopatoldgica de los receptores 3-
AR en el organismo, existen gran variedad de agonistas y antagonistas, muchos de uso
clinico. Los mas ampliamente utilizados para el estudio de los receptores B-AR son mostrados
en la Tabla 1.2.

Modulacién de la liberacion de glutamato

Los receptores a-adrenérgicos modulan la neurotransmisién por distintas vias de
sefalizacion (Hein et al.,, 2006). Los a;-AR, acoplados a proteinas Ggi1, mediante la
generacién de IP3, incrementan de los niveles intracelulares de Ca®". Los 0,-AR estan
acoplados a proteinas Gj,, que inhiben la adenilato ciclasa y la generacion de cAMP por
medio de las subunidades Ga, mientras que, a través de las subunidades GBy, pueden inhibir
los VDCC, canales de K" tipo GIRK y las quinasas ERK1/2 (Cussac et al., 2002).

La via candnica de sefalizacion de los receptores B-AR implica su acoplamiento a
proteinas Gs, que activan la adenilato ciclasa y la generacién de cAMP, aunque bajo ciertas
condiciones puede inhibir esta enzima acoplandose a Gi (Daaka et al., 1997). Ademas, la
interaccion con B-arrestina, propia de la desensibilizacion de los receptores, puede iniciar
mecanismos de sefializacion independientes de proteinas G (Shenoy y Lefkowitz, 2011).

Las vias de sefializacion dependientes de cAMP activadas por los B-AR modulan la

liberacion de neurotransmisores de diversas maneras. En primer lugar, la activacion de los
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receptores B-AR postsinapticos modula la excitabilidad neuronal (Mueller y Dunwiddie,
1983; Stoop et al., 2000) por la apertura de los VDCC de tipo L (Hoogland y Saggau, 2004), la
modulacion de canales de K™ (Yuan et al. 2002) y la fosforilacién de los mGlu de tipo |
(Vanhoose y Winder, 2003).

Ademds, se ha demostrado que la activacion de los receptores B-AR potencia la
liberacién de glutamato en corteza (Huang y Hsu, 2006; Ji et al., 2008; Kobayashi et al.,
2009), amigdala (Gean et al., 1992; Huang et al., 1994; 1996; 1998a; 1998b; Abraham et al.,
2008), hipocampo (Gereau y Conn 1994a; 1994b; Gereau et al., 1995; Hillman et al., 2005) y
en sinaptosomas de corteza cerebral (Herrero y Sanchez-Prieto, 1996; Millan et al., 2003).
Esta potenciacion se manifiesta como un aumento en la liberacion inducida por
despolarizacién (Gereu y Conn, 1994; Ji et al., 2008; Huang y Hsu, 2006; Kobayashi et al.,
2009), un aumento en la frecuencia, pero no la amplitud, de la liberacién espontanea o
MEPSC (Gereu y Conn, 1994; Ji et al., 2008; Kobayashi et al., 2009) y facilitacién por pares
de pulsos (Ji et al., 2008; Kobayashi et al., 2009).

Los cambios en la neurotransmisién asociados a estos mecanismos, asi como su
presencia en sinaptosomas, sugieren que estos fenédmenos tienen un origen presinaptico, tal
como proponen algunos estudios (Gereu y Conn, 1994a; Kobayashi et al., 2009). Sin
embargo, también se ha descrito que la potenciacion dependiente de receptores B-AR
incrementa las corrientes de los receptores NMDA y es sensible a los antagonistas de estos
receptores (Huang et al., 1998; Li et al., 2008). Por lo tanto, la potenciacion de la liberacion de
glutamato por los receptores [(-AR probablemente presenta componentes pre- y
postsinapticos (Ji et al., 2008).

Ademas, se ha observado que la potenciacion de la liberacién de glutamato por los (3-
AR depende de la modulaciéon de los VDCC de tipo P/Q y N (Huang et al., 1996; 1998), ya
que es bloqueada por cadmio (Ji et al., 2008). Esta potenciacion también se ha relacionado
con PKA (Gereu y Conn, 1994; Herrero et al., 1996), de acuerdo a la capacidad de esta
quinasa de modular los VDCC (Hell et al., 1995; Millan et al., 2003). Sin embargo, existen
otros mecanismos de accion del cAMP, PKA-independientes, que modulan la liberacion de
glutamato (apartado 3.1). Ademas, el incremento sinergistico de cAMP, por coactivacion de
los B-AR y los receptores mGlu del grupo Il gliales acoplados a PLC, potencia la liberacion de
glutamato en hipocampo (Gereau y Conn, 1994b; Gereau et al., 1995; Winder et al., 1996).

La activacion de los B-AR participa en la induccién de fenémenos de LTP en el
hipocampo (Thomas et al., 1996; Moody et al., 1998; Lin et al., 2003; Walling et al., 2004;
Gelinas y Nguyen, 2005; Hansen y Manahan-Vaughan; 2015), reduciendo el umbral para el
desarrollo de los mismos (Thomas et al., 1996; Katsuki et al., 1997; Moody et al. 1998; Lin et
al., 2003). Asi mismo, el bloqueo de los B-AR evita el desarrollo de la fase tardia de LTP
(Huang y Kandel, 1996). Se ha propuesto que estos mecanismos podrian depender de la
activacion por PKA (Gelinas et al., 2008a; Zhou et al., 2013) o Epac (Gelinas et al., 2008b), y
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de la via ERK/mTOR (Gelinas et al., 2007), que induce la sintesis de proteinas (Gelinas y
Nguyen, 2005). Ademas, la activacién conjunta de los B-AR y los receptores muscarinicos
promueve la conversion de plasticidad a corto plazo en plasticidad a largo plazo, por
mecanismos que también dependen de mTOR y ERK (Connor et al., 2012).

Los B-AR también se expresan en neuronas GABAérgicas (Waterhouse et al.
1982; Yeh y Woodward, 1983; Sessler et al. 1995; Cox et al., 2008), regulando su actividad
por mecanismos dependientes de PKA (Zsiros y Maccaferri, 2008), o del cambio en el
potencial de membrana (Bergles et al., 1996), asi como aumentando la liberacidn espontanea
(Doze et al., 1991).

Funciones fisiolégicas y patolégicas

Uno de los papeles mas destacados de los B-AR en el CNS es su participacion en los
procesos de aprendizaje y memoria. El bloqueo de los B-AR afecta, en la regiéon CA1l de
hipocampo, a la consolidacion de la memoria contextual por miedo y a la memoria espacial (Ji
et al., 2003a, 2003b); en la amigdala basolateral, origina déficits en la memoria por miedo
(Debiec y Ledouz, 2004; Hurlemman et al., 2005) y de la memoria asociada al gusto (Miranda
et al., 2003); y en la corteza prefrontal, produce amnesia (Tronel et al., 2004) y déficits en la
memoria de trabajo (Ramos et al., 2005). Por el contrario, la activacion de los B-AR facilita
procesos de aprendizaje y memoria (Nielson y Jensen, 1994; Sternberg et al., 1985; Roullet y
Sara, 1998; Cahill et al.,, 2000). Ademas, los B-AR se han relacionado con la memoria
emocional y la memoria asociada al estrés (Cahill et al.,, 1997; Hu et al., 2007), la vigilia
(Berridge et al., 2012; Schmeichel y Berridge, 2013) y la respuesta al miedo (Do Monte et al.,
2008)

Se ha descrito que la expresion y funcién de los B-AR se ve afectada en desordenes
emocionales como la esquizofrenia (Friedman et al., 2004), la depresion (van Waarde et al.,
2004) o el estrés (Wong et al., 2012), asi como por el tratamiento con antidepresivos (van
Waarde et al., 2004) o el envejecimiento (Scarpace y Abrass, 1988; Santulli y Laccarino;
2013). Sin embargo, destaca el papel que desempefian los B-AR en la enfermedad de
Alzehimer (Yu et al., 2011; Wang y Xiang, 2011), que se asocia a un aumento en la
expresion (Kalaria et al., 1989) y a la presencia de polimorfismos (Yu et al., 2008) de estos
receptores. Ademas, la activacion de los B-AR produce un aumento en la expresion de
péptidos B amiloides (Lee et al.,, 1997; Ni et al.,, 2006; Yu et al., 2010). Ademas, los
antagonistas de los B-AR reducen la acumulacion de péptidos beta amiloides en modelos de
esta enfermedad (Arrieta-Cruz et al., 2010; Wang et al., 2011). Sin embargo, también se ha
descrito que los mecanismos de plasticidad dependientes de los B-AR revierten los efectos

nocivos causados por la acumulacion de 3 amiloide (Li et al., 2013)
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3. MODULACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR MECANISMOS DE
SENALIZACION INTRACELULARES.

Los GPCR presinapticos se acoplan a proteinas G triméricas, e inician cascadas
de sefalizacion intracelulares que generan segundos mensajeros. Estos segundos
mensajeros activan diferentes proteinas que regulan diferentes aspectos del proceso de
liberacion de neurotransmisores (Fig. 1.5.; de Jong y Verhage, 2009). Unos de los
principales mecanismos presinapticos de sefializacion activados por GPCR, que modulan
la liberacion de glutamato, son la via mediada por AMP ciclico (apartado 3.1.) y la via de

hidrdlisis de fosfoinositidos (apartado 3.2.)

3.1.Mecanismos de sefializacion mediados por AMP ciclico.

El AMP ciclico (cAMP) es uno de los principales segundos mensajeros
intracelulares. Es sinterizado por la accion de la enzima adenilato ciclasa (AC), y
degradado por las enzimas fosfodiesterasas (PDE). Aunque su principal diana es la
proteina quinasa A (PKA), existen otras proteinas que pueden ser activadas por cAMP,
entre las que destaca la proteina intercambiadora de nucleétidos de guanina activada por
cAMP, Epac. Tanto las vias de sefializacion por cAMP mediadas por la accién de PKA,
como vias de sefializacion PKA-independientes, modulan la neurotransmision.

Otras proteinas activadas por cAMP son los canales iénicos operados por
nucleétidos ciclicos o CNG, entre los que destacan, por su papel en la modulacién de la
neurotransmisién, los canales catiénicos activados por despolarizaciéon y operados por
nucleétidos ciclicos o HCN. Estos canales son permeables a K* y Na*, y generan la
denominada corriente de entrada activada por hiperpolarizacién (lh) en el sistema nervioso
(Biel et al., 2009; Wahl-Schott y Biel., 2009; He et al., 2014). Los HCN se han relacionado
a nivel presinaptico tanto con la inhibicién (Boyes et al., 2007; Lin et al., 2010; Huang et al.,
2011), como con la potenciacion (Southan et al., 2000; Lupica et al., 2001; Aponte et al.,
2006; Park et al., 2011) de la liberacion de la neurotransmision, asi como con procesos de
plasticidad sinaptica, tanto a corto (Bender et al., 2007) como a largo plazo (Beaumont y
Zucker., 2000; Beaumont et al., 2002; Mellor et al., 2002).

3.1.1. Proteina quinasa A.

La proteina quinasa dependiente de cAMP o proteina quinasa A (PKA, EC

2.7.11.11) es una serinal/treonina quinasa activada por cAMP, que cataliza la fosforilacién
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Fig 1.5. Vias de sefializacion por cAMP, DAG y calcio que modulan la liberacion de neurotransmisores. Los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) activan diferentes tipos de proteinas G, que, a su vez, regulan
enzimas, como la adenilato ciclasa (AC) o la fosfolipasa C (PLC), que participan en la generacién de segundos
mensajeros intracelulares. Estos segundos mensajeros activan diversas proteinas que dan lugar a la modulacién
de la liberacién de neurotransmisores (adaptado de deJong y Verhage, 2009)
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de numerosas proteinas. Esta quinasa es el efector mas comidn y mas estudiado de este
segundo mensajero. Esta proteina y sus dianas de fosforilacion participan en una gran
diversidad de funciones bioldgicas, incluidos los procesos de liberacion de

neurotransmisores.

Estructura y activacion.

Existen dos tipos de PKA segun sus subunidades: tipo | (Rla,C,, RIB2C,) vy tipo Il
(Rllo,C,, RIIB,C,). Esta proteina conforma un heterotetramero formado por dos
subunidades cataliticas (de 4 subtipos: Ca, CB, Cy y PrKX) y dos reguladoras (de 4
subtipos: Rla, RIB, Rlla, RIIB), que presentan dos sitios de unidn (sitios A y B) para cAMP
(Fig. 1.6. A; Seino y Shibashaki., 2005). La forma inactiva de la enzima est4 compuesta
por un tetrAmero R,C,, en el que las regiones cataliticas inhiben la union de cAMP al sitio
A de las regiones reguladoras. La unién de cAMP al sitio B permite el desbloqueo del sitio
A de manera cooperativa. De esta manera, la union de 4 moléculas de cAMP a sus dos
subunidades cataliticas, promueve la disociacién del tetrdmero formando dos mondémeros
de subunidades cataliticas activas (R) y un dimero de subunidades reguladoras (Ry)
(Francis y Corbin, 1994).

Funciones en neurotransmision.

Se ha demostrado que la PKA facilita la liberacién de neurotransmisores mediante
el control de la excitabilidad neuronal, de la entrada de Ca®*, y del reclutamiento y fusién
de las SVs (Fig. 1.5). Ademas, puede participar en procesos de aprendizaje y memoria
cerebral por medio de su implicacibn en procesos de plasticidad sinaptica (Seino y
Shibashaki., 2005; de Jong y Verhage, 2009). Estas funciones estdn mediadas por la
fosforilacion de diferentes proteinas, principalmente canales idnicos y proteinas de la
maquinaria de exocitosis.

PKA fosforila canales de K, aumentando la actividad de los Kir6.2, o
disminuyendo la cinética de apertura de las subunidades SUR1 (Beguin et al., 1999). Esta
guinasa también fosforila diversas subunidades de los VDCC, promoviendo su activacion e
incrementando la entrada de Ca®* (Hell et al., 1995; Gao et al., 1997; Bunnemann et al.,
1999).

Asi mismo, PKA fosforila proteinas de la maquinaria exocitotica, modulando la
liberacion de neurotransmisores. La fosforilacion de la proteina de las SVs CSP, altera su
interaccion con sintaxina y sinaptotagmina, prolongando la apertura del poro de fusién
(Evans et al., 2001; 2002). La fosforilacion de la proteina de las SVs snapina, favorece la
formacion del complejo SNARE por medio de su interaccién con SNAP25 (Chheda et al.
2001). Ademas, la fosforilacién de SNAP-25 es necesaria para el mantenimiento del RRP

(Nagy et al., 2005). La fosforilacibn de sinaptotagminal2 incrementa la liberacion
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espontanea (Maximov et al.,, 2007). Se ha descrito que PKA fosforila las proteinas RIM
(apartado 3.1.3.; Lonart et al., 2003). Estas proteinas son necesarias para la plasticidad a
largo plazo dependiente de cAMP (LTP, Castillo et al., 2002). Aungue inicialmente se
relacioné la fosforilacion por PKA con la LTP dependientes de cAMP (Lonart et al., 2003),
estudios posteriores desmintieron la implicacion de esta fosforilacion en estos procesos de
plasticidad (Kaeser el al., 2008b; Yang y Calakos., 2010). Recientemente, se ha descrito
que la fosforilacion por PKA de las proteinas complexinas incrementa la liberacion
espontanea (Cho et al., 2015). La fosforilacién de sinaptofilina reduce la accién inhibidora
de esta proteina (Boczan et al., 2004) sobre las proteinas sintaxinal y dinaminal (Lao et
al., 2000). La fosforilacién de la proteina de las SVs sinapsina, se ha relacionado con el
crecimiento de las neuritas (Kao et al., 2002) o en el reclutamiento de las SVs (Fiumara et
al., 2004). Por ultimo, se ha descrito la fosforilacién por PKA de aSNAP (Hirling y Scheller,
1996) y de rafilina3, disminuyendo la afinidad por las membranas de esta Ultima (Fykse et
al., 1995; Schluter et 1999; Foletti et al., 2001), aunque la funcién en neurotransmisién de

estos procesos no ha sido esclarecida.

3.1.2. Epac (cCAMP-GEF)

La familia de proteinas Epac son factores intercambiadores de nucleétidos de
guanina (GEF) para proteinas G pequefias directamente activados por cAMP (de Rooij et
al., 1998; Kawasaki et al., 1998). Estas proteinas desempefian humerosos papeles como
efectores del cAMP, mediando muchos de los efectos PKA-independientes de este
segundo mensajero (Seino y Shibashaki, 2005). Entre estos, se encuentra la regulacion de

diferentes aspectos de la neurotransmision.

Isoformas y localizacién.

Las proteinas Epac estan codificadas por dos genes que dan lugar a la expresion
de cuatro isoformas: Epacl (también denominada cAMP-GEF | o Rap-GEF 3), Epac 2 o
Epac2A (cAMP-GEF Il o Rap-GEF 4) y otras dos isoformas de Epac 2 resultantes de
procesos de splicing alternativo, Epac2B y Epac2C (Fig. 1.6.B ; Ueno et al., 2001; Niimura
et al., 2009; Hoivik et al., 2013).

Epac 1 se expresa de forma ubicua, siendo abundante en algunos tejidos como
corazon, rifion, musculo esquelético o tiroides, asi como en células del sistema inmune (de
Roogj et al., 1998), mientras que la expresion en el sistema nervioso y cerebro es baja y
regulada durante el desarrollo (Ulucan et al., 2007). Por otra parte, Epac2 es predominante
en cerebro y en tejidos neuroendocrinos y endocrinos, presentando una gran expresion en

corteza cerebral, cerebelo, hipocampo, bulbo olfativo, talamo, habénula y pituitaria
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(Kawasaki et al., 1998; Ozaki et al., 2000). Epac2A se expresa en la corteza cerebral e
islas pancreaticas, mientras que la expresién de Epac2B se restringe a las glandulas
adrenales y testiculos, y Epac2C se expresa solo en higado (Ueno et al., 2001; Niimura et
al., 2009; Hoivik et al., 2013). Ademas, se ha demostrado que la expresién de estas
proteinas varia en gran medida durante el desarrollo, mostrando distintos patrones de
expresion en el sistema nervioso en los estados embrionario, neonatal y adulo, existiendo
una reduccion en la expresion de Epacl y un gran aumento en la de Epac2 (Ulacan et al.,
2007). También se han observado cambios en la expresién de estas proteinas en
condiciones fisopatoldgicas, como en la regeneracion del sistema nervioso (Murray y
Shewan, 2008) o la enfermedad de Alzheimer (McPhee et al., 2005).

Las proteinas Epac forman parte de complejos multiproteicos de sefializacion
dependiente de cAMP y coordinados por las proteinas de andamiaje AKAPs. Estos
complejos se han estudiado y caracterizado en cardiomiocitos (Dodge-Kafka et al., 2005),
células endoteliales (Sehrawat et al., 2011) y también en neuronas (Nijholtet al., 2008). Por
ultimo, se ha demostrado que mecanismos de translocacién contribuyen a la localizacion y

activacion de Epacl y Epac2 en membrana (Niimura et al., 2009; Ponsioen et al., 2009).

Estructura y activacion.

Las proteinas de la familia Epac presentan una region N terminal reguladora y una
region C terminal catalitica (Fig. 1.5. B; Seino y Shibasaki, 2005; Grandoch et al., 2010).

La region reguladora consta de un dominio de alta afinidad por cAMP (CAMP-B) y
de un dominio DEP (dominio con homologia a Disheveled, EGL-10 y Plecstrina). Epac2
presenta ademas un segundo dominio de baja afinidad por cAMP, cAMP-A, cuya funcién
biolégica se desconoce, aunque es necesario para localizar Epac2A cerca de la membrana
plasmética de forma independiente de su union a cAMP (Niimura et al., 2009). La regién
catalitica contiene un dominio de homologia CDC25 (CDC25HD), que presenta la actividad
GEF para proteinas G pequefas de la familia Ras; un dominio REM (motivo de
intercambio con Ras), que se cree que estabiliza la actividad GEF; y un dominio de
asociacion a Ras (RA), que es un dominio caracteristico de proteinas que interaccionan
con esta familia de proteinas G pequefias. Se ha propuesto que, en ausencia de unién de
cAMP al dominio cAMP-B, se da una interaccion autoinhibitoria entre los dominios
regulador y catalitico que inhibe la actividad GEF de Epac. La unién de cAMP produce un
cambio conformacional que rompe la interaccién autoinhibidora, revelando el dominio
CDC25HD e induciendo la actividad GEF (Rehmann et al., 2003 a,b,c). Ademas, se ha
demostrado que esta unién de cAMP es necesaria inducir la translocacion de Epacl ala
membrana plasmatica, por un proceso dependiente del dominio DEP (Ponsioen et al.,
2009).
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Fig 1.6. Proteinas implicadas en la via de sefializacion del cAMP. (A) Proteina quinasa dependiente de cAMP o
PKA. cAMP-A y B, sitios de union cAMP; D, regién de dimerizacion y union a la proteina de andamiaje AKAP; C,
region de unién a la subunidad catalitica; A, region de unién a ATP; S, region de unién a sustrato. (B) Isoformas de
la proteina intercambiadora de nucleétidos de guanina activada por cAMP o Epac. cAMP-A y B, sitios de unién
cAMP; DEP, dominio con homologia a Disheveled, EGL-10 y Plecstrina; CDC25HD/RasGEF, dominio de
homologia con CDC25 con actividad intercambiadora de nucleétidos de guanina para Ras; REM, motivo de
intercambio con Ras; RA, dominio de asociacién a Ras. (C) Isoformas de la proteina RIM o molécula de interaccién
con Rab3. a, secuencia de interaccién con Rab3; ZnF, dominio dedo de Zn; Ser413, serina en la posicién 413;
PDZ, dominio de interacciéon presente en PSD-95, DIgA y zo-1; C2, dominio de unién a lipidos y calcio; Pro,
secuencia rica en prolinas (adaptado de Seino y Shibashaki, 2005; Grandoch et al., 2010; Mittelstaedt et al., 2010)
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Interacciones.

Se ha descrito la interaccién de las proteinas Epac con numerosas proteinas: con
el dominio PDZ de RIM2 y Piccolo (Ozaki et al., 2000; Fujimoto et al., 2002); con las
proteinas MAP1 (proteina asociada a los microtibulos) y microtubulina del citoesqueleto
(Magiera et al., 2004; Gupta y Yatwood, 2005; Mei y Cheng, 2005; Borland et al., 2006);
con la proteina Ras (Li et al., 2006; Lopez de Jesus et al., 2006; Liu et al., 2008); con las
proteinas Ran y RanBP2; y con las proteinas ERM (Gloerich et al., 2010). Epac forma
parte de complejos multiproteicos de sefializacion por cAMP dependientes de proteinas de
andamiaje AKAP, habiéndose descrito la participacion de Epac en los complejos mAKAP-
PKA-PDE4D3-Epacl o AKAP450 (AKAP9)-Epacl-VE-cadherina-actina (Dodge-Kafka et
al., 2005); AKAP79/150 (AKAP5)-PKA-Epac2-PKB/Akt (Nijholt et al., 2008); (Sehrawat et
al.,, 2011). Ademas, se ha observado una reduccion en los niveles de Rab3a en el ratén
KO para Epac2, lo que sugiere una posible interaccion con esta proteina (Fernandes et al.,
2015).

Farmacologia.

Los valores de Kd, para la unién de cAMP a los correspondientes dominios de las
isoformas de Epac, son 4 y 1,2 uM, respectivamente (de Rooij et al., 2000). Estas
constantes son mucho mayores que las de unién de cAMP a PKA (5,0 — 24,6 nM) (Bubis et
al. 1988; Kuno et al. 1988; Ringheim y Taylor, 1990), por lo que Epac actla a un rango de
concentraciones de cAMP mayores (de Rooij et al., 2000; Seino y Shibasaki, 2005).

Se han desarrollados compuestos analogos de cAMP que activan e inhiben
especificamente Epac, sin accion sobre PKA. Estos compuestos son ampliamente
comentados en Schmidt et al., 2013 y Chen et al., 2014. El activador ortostérico altamente
especifico 8-pCPT-2"0O-Me-cAMP, activa tanto Epacl como Epac2 (Enserink et al., 2002;
Rehmann et al., 2003 b, c; Vliem 2008). Ademas, existen otros activadores derivados de
este compuesto, como su analogo no hidrolizable Sp-8-pCPT-2"-O-Me-cAMPS (Laxman et
al., 2006; Poppe et al.,, 2008) y su precursor acetometil 8-pCPT-29-O-Me-cAMP-AM de
mayor potencia (Vliem et al., 2008). Por otra parte, se ha propuesto que las sulfonilureas,
un farmaco empleado en el tratamiento de la diabetes, actia como activador alostérico de
Epac2 (Zhang et al., 2009), aunque existen controversias (Tsalkova et al., 2011; Rehman,
2012). Existen diferentes inhibidores de Epac: brefeldina A, que es un inhibidor de las
proteinas Arf de actividad GEF (Zhong and Zucker, 2005); HJC0197 y HJC0198 (Chen et
al., 2012); ESI-05 y ESI-07, que se han propuesto como inhibidores especificos de Epac2,
ya que no inhiben Epacl (Tsalkova et al., 2012) o ESI-09 (Almahariq et al., 2012). Sin
embargo, estudios posteriores han demostrado que sélo el ESI-05 es un inhibidor
especifico, ya que la brefeldina A tiene una accién inespecifica, mientras que HJC0197 y el

ESI-09 tienen accion desnaturalizante (Rehmann, 2013).
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Funciones en exocitosis y neurotransmision.

Las proteinas Epac estan implicadas en numerosos procesos bioldgicos, revisados
ampliamente en Schmidt et al., 2013. En el sistema nervioso la sefializacion mediada por
proteinas Epac desempefia numerosos papeles, como el control del desarrollo y
crecimiento neuronal, la remodelacion sinaptica o la modulacién de la neurotransmision
(Laurent et al., 2012).

Epac esta implicada en la modulacién de la exocitosis en distintos tipos de células
y tejidos no neurales, como células beta secretoras de insulina (Holz, 2004; Kwan et al.,
2007a, b), melanotropos de la pituitaria (Sedej et al., 2005), la reaccion acrosdmica de los
espermatozoides (Braham et al., 2006; 2009; Ruete et al., 2014; Lucchesi et al., 2016), o
los cuerpos de Weibel-Palade en células endoteliales (van Hooren et al., 2012).

Ademés, se ha demostrado la implicacion de Epac en neurotransmisién en
numerosas regiones del sistema nervioso, como la unién neuromuscular (Zhong y Zucker,
2005; Cheung et al., 2006), el caliz de Held (Sakaba y Neher, 2003; Kaneko y Takahashi,
2004; Gekel y Neher, 2008), neuronas de corteza cerebral (Huang y Hsu, 2006; Woolfrey
et al., 2009), de cerebelo (Ster et al 2007), o de hipocampo (Gelinas et al., 2008; Ster et
al.,, 2009; Yang et al., 2012; Fernandes et al., 2015). La importancia de Epac en los
mecanismos de liberaciobn de neurotransmisores se ha demostrado claramente con el
estudio del ratén KO para Epacl y Epac2 (Yang et al., 2012). Este modelo muestra que,
en rodajas de hipocampo, la ausencia conjunta de estas proteinas, pero no asi de cada
isoforma individualmente, provoca una disminucion en la liberacién inducida por
despolarizacion (EPSC), y en la frecuencia pero no en la amplitud de la liberacion
espontdnea (MEPSC), sin mostrar alteraciones en las corrientes de los receptores
postsinapticos. Ademas, si bien la ausencia de Epacl/2 no altera la potenciacion a corto
plazo, si anula la plasticidad sostenida a largo plazo (LTP, Yang et al.,, 2012). En
consonancia con estos estudios, recientemente se ha demostrado que el KO para Epac2
muestra deficiencias en la potenciacién a largo plazo y en la modulacion por cAMP
(Fernandes et al., 2015)

Se ha observado que la generacion de cAMP por el activador de la AC, forscolina,
asi como la aplicacion del activador especifico de Epac, 8-pCPT-2"0-Me-cAMP (8-pCPT),
potencian la liberacion de glutamato dependiente de Epac. En el cdliz de Held, la
potenciacidon presinaptica de los EPSC dependiente de cAMP es insensible a los
inhibidores de PKA (Sakaba y Neher, 2003), mientras que el activador de Epac mimetiza
estos efectos (Kaneko y Takahashi, 2004; Gekel y Neher, 2008). Ademas, el aumento en
la liberacién espontanea (MEPSC) inducido por cAMP depende exclusivamente de Epac
(Gekel y Neher, 2008). La aplicacién de 8-pCPT también aumenta la potenciacion de la
liberacion inducida por el analogo de DAG, PDBu, postulandose la participacion de PKC en

la potenciacidon dependiente de Epac (Gekel y Neher., 2008). En rodajas de corteza, el
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activador de Epac aumenta los EPSC, aunque la respuesta a foscolina es insensible a
brefeldina A (Huang y Hsu, 2006), de acuerdo con la accion inespecifica propuesta para
este inhibidor de Epac (Rehmann et al., 2013). También se ha demostrado la implicacion
de Epac en la potenciacion de la liberacion mediada por cAMP en otras sinapsis como la
unién neuromuscular de cangrejo (Zhong and Zucker, 2005) o de Droshopila (Cheung et
al., 2006). Sin embargo, los mecanismos de sefializacion de Epac en la potenciacion de la
liberacion de neurotransmisores no han sido completamente aclarados. Epac inhibe la
subunidad SUR1 de los canales K* sensibles a ATP, potenciando la liberacién de
glutamato (Zhao et al., 2013). Asi mismo, se ha relacionado la accion de Epac con
mecanismos dependientes de PKC (Gekel y Neher, 2008; Hucho et al., 2005), en un
mecanismo relacionado con la nocicepcién que implica la activacién por Epac de la via
PLC/PLD (Hucho et al., 2005; Wang et al., 2007) o ERK (Eijkelkamp et al., 2010) y la
activacion de PKCe (Hucho et al., 2005; Wang et al., 2007; Eijkelkamp et al., 2010). Por
ultimo, también se ha relacionado la accion de Epac con el mantenimiento del RRP, de
acuerdo a la disminucién del mismo en el raton KO para Epac2 (Fernandes et al., 2015).
Ademads, Epac previene el silenciamiento presinaptico inducido por la activacion por
cannabinoides del receptor CB1 (Ramirez-Franco et al., 2104).

Las posibles vias de sefalizacion de Epac en la potenciacion de la
neurotransmision se muestran en la Fig 1.5. Los mecanismos propuestos se basan en
gran medida en la accion de esta proteina en otros sistemas de exocitosis, ya que no han
sido corroborados en neuronas. Estas vias de sefializacion de Epac podrian incrementar el
RRP por: 1) la interaccion directa y activacion de la proteina RIM, tal como se ha
demostrado que ocurre en células secretoras de insulina (Ozaki et al., 2000; Kashima et
al., 2001; Park et al., 2012); 2) la activacion directa de Rab3A a través de la actividad GEF
de Epac, tal como se ha demostrado en la secrecion de insulina (Park et al., 2012) y en la
reaccion acrosémica (Branham et al., 2009; Ruete et al., 2014). En este sentido hay que
sefialar que existe una disminucién en la expresién neuronal de Rab3A en el KO de Epac2
(Fernandes et al., 2015). Otro mecanismo propuesto es 3) la activacion de PLCg, a través
de la diana de Epac, Rap2B (Schmidt et al., 2001), como ocurre en la secrecion de insulina
(Dhuzura et al.,, 2011), miocitos cardiacos (Oestreich et al., 2007), o en la reaccion
acrosémica (Lucchesi et al., 2016), para generar DAG y dar lugar a 4) la activacion de
Munc18 por medio de PKC (Hucho et al., 2005; Gekel y Neher, 2008) o 5) la activacién de
la proteina Munc13.

Por otra parte, es posible que Epac tenga un papel en el control de la excitabilidad
neuronal. Se ha descrito que en cerebelo la activacién de Epac por PCAP (péptido de
activacion de la AC de pituitaria), activa Rap y p38 MAPK, movilizando Ca?* de reservorios
intracelulares. Esta sefializacién activa canales de K* sensibles a Ca?* (canales BK), que

se expresan tanto en el soma como en los terminales sinapticos, controlando la
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excitabilidad neuronal. Sin embargo, dado el papel inhibidor sobre la liberacidén que tendria
la activacion de estos canales en los terminales presinapticos, y la ausencia de evidencias
de la accidén inhibidora presinaptica de Epac, se ha propuesto que este mecanismo es
somatico y que ocurre a nivel postsinaptico (Ster et al., 2007). Otra evidencia de la accion
inhibidora postsinaptica de Epac es que, en cultivos de neuronas corticales, el tratamiento
durante una hora con 8-pCPT reduce la frecuencia y la amplitud de los mEPSC, por medio
de la reduccion en el contenido en receptores AMPA con subunidades GIluR2/3 en las
espinas dendriticas (Woolfrey et al., 2009).

En hipocampo, Epac participa en procesos de potenciacion a largo plazo o LTP. En
primer lugar, se ha demostrado que Epac controla la transcripcion del microRNA miR-124,
permitiendo la expresién de Zif268 y el desarrollo de procesos de LTP (Yang et al., 2012).
Ademas, Epac mantiene el RRP necesario para el desarrollo de estos procesos de
plasticidad (Fernandes et al., 2015). Por ultimo, Epac promueve la sintesis de proteinas
necesaria para controlar la fase tardia de la LTP, por medio de la activacion de Rap-1,
ERK y mTOR (Gelinas et al., 2007; 2008). Por otra parte, se ha descrito que la proteina
Epac, activada por PACAP, también participa a nivel postsinaptico en procesos de
depresion sinaptica a largo plazo (LTD) en hipocampo (Ster et al, 2009). Por lo tanto, es
posible que Epac pueda modular la plasticidad sinptica a largo plazo tanto positiva como

negativamente.

Funciones fisiol6gicas y patoldgicas.

Existen muchas evidencias acerca del importante papel de Epac en procesos
cognitivos, especialmente en procesos de aprendizaje y memoria. El KO de Epacl/2
presenta problemas en el aprendizaje espacial y en las interacciones sociales (Yang et al.,
2012). El KO de Epac 2 también muestra deficiencias en interacciones sociales y de
comunicacion (Srivastava et al., 2012a). Ademas, se ha observado que Epac tiene un
papel en el establecimiento de la memoria a largo plazo, de manera independiente de PKA
(Ma et al., 2009). Asi, el activador de Epac, 8-pCPT, rescata los déficits en la memoria y en
el condicionamiento por miedo del ratén KO en dopamina B-hidroxilasa, que es deficiente
en NE/E (Ouyang et al., 2008). Asi mismo, la inyeccion de 8-pCPT en el hipocampo mejora
la recuperacion de la memoria asociada al miedo (Ostroveanu et al., 2010). Por ultimo,
otros estudios relacionan la activacion de Epac por receptores B-AR con cambios
bidireccionales en la memoria emocional en hipocampo (Schutsky et al., 2011).

Epac est4 relacionada con mecanismos de nocicepcion. Asi, en modelos de dolor
inflamatorio, hay un aumento en la expresion de Epacl (Wang et al., 2007). Ademas, se ha
demostrado que en este tipo de modelos, la activacion de Epac por medio de la via de

sefializacion prostaglandina E2/P2X3 (Wang et al.,, 2007) o la via GRK2, promueve la
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activacion de PKCe por medio de PLC/PLD (Hucho et al. 2005; Wang et al., 2007) o ERK
(Eijkelkamp et al., 2010).

Por otra parte, Epac participa en los cambios circadianos de sintesis de proteinas
gue establecen la actividad marcapasos cerebral en mamiferos (O"Neill et al., 2008).

Epac también interviene en numerosas patologias que afectan al cerebro. En
humanos diagnosticados de autismo, una variante anémala de Epac2 controla la
morfologia de las espinas dendriticas (Srivastava et al., 2012b). Ademas, Epac esta
implicada en la remodelacion de las espinas dendriticas en relacién con neuroliginas, con
su posible implicacion en el autismo (Woolfrey et al.,, 2009). La disminuciéon en la
sefializacion de Epac se ha asociado con sintomas de esquizofrenia (Kelly et al., 2009).
Ademas, se ha relacionado Epac con ansiedad y depresion (Middeldorp et al., 2010),
proponiéndose su participacion en la sefalizacién por corticotropinas (Hauger et al., 2009).
También se ha relacionado la disminucion de la expresién de Epac2 con la enfermedad de
Alzheimer (McPhee et al., 2005), asociado al papel neuroprotector de esta proteina
(Nijholt et al., 2008). Asi mismo, Epac puede modular la secrecion del péptido B-amiloide
(Maillet el al., 2003; Robert et al., 2005; Zaldua et al., 2007). Por ultimo, también se ha
relacionado Epac con la enfermedad de Huntington (Sarkar et al., 2009), por su papel en

la accién de calpainas (Williams et al., 2008).

3.1.3. Proteinas RIM.

Las proteinas RIM, del ingés Rab-3-interacting molecule, tienen un papel esencial
en la liberacién de neurotransmisor dependiente de la entrada de Ca®" (Schoch et al.,
2002; 2006) y en la plasticidad a largo plazo dependiente de cAMP (Castillo et al. 2002).

Isoformas.

Las proteinas de la familia RIM son codificadas por un unico gen en C.elegans
(UNC-10), mientras que en vertebrados han sido identificados 4 genes (RIM1-4), que
codifican para 7 isoformas distintas (Fig. 1.6.C): dos isoformas completas a (RIM1aq,
RIM2a); dos isoformas [, que carecen de algunos dominios (RIM1B, RIM2B); y tres
isoformas cortas y (RIM2y, RIM3y y RIM4y). Ademas, las isoformas a y  estan sujetas a
modificaciones por procesamiento alternativo, aunque se desconoce el significado

funcional de estas modificaciones (Wang and Sudhof, 2003).
Expresién cerebral y localizacién subcelular.

La expresion de estas isoformas sigue patrones diferenciados, aunque solapados.

RIM1a es la isoforma mayoritaria, expresandose de forma ubiqua en todo el cerebro, con
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mayores niveles en corteza cerebral, cerebelo, hipocampo y talamo. RIM2a se concentra
en cerebelo, bulbo olfatorio y giro dentado del hipocampo, aunque se expresa en bajos
niveles en todo el cerebro. El patrén de expresion de RIM2B y RIM1y es similar al de
RIM1a, pero con niveles de expresion menores (Schoch et al., 2006), al igual que ocurre
con RIM1p (Kaeser et al., 2008a). Por ultimo, las isoformas RIM3y y RIM4y se expresan a
niveles similares en todas las areas del cerebro (Urui et al., 2010).

RIM se localiza en la zona activa presinaptica (Schoch et al., 2002), por medio de
las multiples interacciones que establece con las proteinas de la matriz presinaptica (Fig.
1.2.C). La interaccion con la proteina ELK2a parece determinar su localizacién en la zona
activa, ya que su delecion aumenta la solubilidad de RIM (Kaeser et al., 2009). Ademas se
ha demostrado que la E3 ubiquitina ligasa sinaptica SCRAPPER, regula la degradacion de

RIM mediada por el proteosoma (Yao et al., 2007).

Estructura.

Las isoformas largas RIM1a y RIM2a presentan diferentes dominios de importancia
funcional (Fig. 1.6.C): un dominio amino terminal de tipo dedo de Zn que incluye una
secuencia de unién a Rab3; un dominio PDZ central; y dominios C2A y C2B, en el extremo
carboxilo terminal, que no contienen sitios de unién a Ca?" ni a fosfolipidos, y que flaquean
un corto dominio de interaccion SH3 rico en prolinas (secuencia PxxP). El resto de
isoformas carecen de algunas regiones propias de las isoformas largas. RIM13 no
presenta la secuencia amino terminal de uniéon a Rab3 presente en el dominio tipo dedo de
Zn; RIM2p carece del dominio dedo de Zn; y las isoformas cortas (RIM2y, RIM3y y RIM4y)
sélo conservan el dominio C2B (Wang y Sudhof, 2003; Urui et al., 2010).

Interacciones.

Las proteinas RIM interaccionan directamente con un gran ndmero de proteinas,
siendo un componente central de la zona activa (Fig. 1.2.C). Interaccionan con la proteina
Rab3, por medio de secuencias que flanquean el dominio tipo dedo de Zn en el extremo
amino terminal, siendo esta interaccion dependiente de la unién de Rab3 a GTP (Wang et
al., 1997; 2000). Por medio de su dominio tipo dedo de Zn interacciona con el dominio C2A
de Muncl13, compitiendo con la formacién del homodimero autoinhibitorio de Munc13 (Betz
et al.,, 2001; Dulobova et al., 2005; Deng et al., 2011). Esta interaccion probablemente
ayuda a la localizacion de la proteina Muncl3 en la membrana plasmatica, ya que los
ratones KO para las isoformas que presentan el dominio dedo de Zn muestran un
incremento en la solubilidad de Muncl13 (Schoch et al., 2002; 2006; Kaeser et al 2008a;
Deng et al., 2011). Las secuencias de interaccion de RIM con Rab3 y Muncl3 son
adyacentes, pero estan separadas, permitiendo la interaccién simultanea con ambas

proteinas para formar un complejo triple (Andrews-Zwilling et al., 2006).
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Existen ademas varias interacciones directas de RIM con los VDCC: 1) por medio
del domino C2B carboxilo terminal, con la subunidad B4 presente en todos los tipos de
VDCC, habiéndose demostrado esta interaccion tanto para las isoformas largas de RIM
(Kiyonaka et al., 2007), como para las cortas (Urui et al., 2010); 2) por medio del dominio
PDZ, con secuencias citoplasmaticas del carboxilo terminal de los canales de tipo P/Q y N
y posiblemente con los de tipo R, aunque no con los de tipo L y T (Kaeser et al., 2011); 3)
por medio de los dominios C2A y C2B, con la subunidad a1B de los canales de tipo N y
mas débilmente con la subunidad a1C de los canales de tipo L (Coopola et al., 2001).
Ademas, RIM interacciona con las RIM-BP, proteinas de unién a RIM, por medio de la
secuencia rica en prolinas PxxP del dominio SH3 (Wang et al., 2000), que a su vez
interaccionan con los VDCC (Hibino et al, 2002; Liu et al., 2011).

RIM también interacciona con otras proteinas de la zona activa. 1) El dominio PDZ
interacciona con las proteinas ELKS/CAST (Ohtsuka et al., 2002; Lu et al., 2005). El
aumento de la solubilidad de RIM1 en el ratbn KO para las proteinas ELKS2a podria
indicar un papel de esta interaccion en la localizacion de RIM en la zona activa (Kaeser et
al., 2009), aungue en C.elegans la supresion de ELKS no afecta a la localizacién de
RIM/UNC10 (Deken et al.,, 2005). 2) El dominio C2A y C2B interacciona con
sinaptotagmina-1 y SNAP-25 (Coppola et al., 2001), aunque estas interacciones no han
podido ser demostradas en estudios estructurales (Dai et al., 2005; Guan et al., 2007). 3)
De manera indirecta, con las proteinas ELKS, con Piccolo y Basson (Takao-Rikitsu et al.,
2004), mientras que en células pancreaticas se ha propuesto la interaccion directa con de
su dominio C2A con Piccolo (Fujimoto et al., 2002).

Otras proteinas que podrian interaccionar con RIM son: 1) Epac2 por medio del
dominio C2B de RIM en células secretoras de insulina (Kashima et al., 2001); 2) las
proteinas adaptadoras 14-3-3 por medio de una regién intermedia entre el dedo de Zn y el
dominio PDZ que contiene la Ser413 (Sun et al.,, 2003; Simsek-Duran et al., 2004); 3)
receptores presinapticos como el receptor tirosina fosfatasa por medio de liprinas (Serra-
Pages et al., 1998) o el receptor mGlu7 (Pelkey et al., 2008).

Por dltimo, se ha relacionado el dominio C2A con la correcta localizacion de la
proteina RIM/UNC10 (Deken et al., 2005) y estudios estructurales han propuesto la

importancia de la dimerizacion del dominio C2B (Guan et al., 2007).

Fosforilaciones.

La PKA fosforila la Ser413, situada entre los domios dedo de Zn y PDZ (Fig. 1.6.C),
induciendo la union a RIM1a de las proteinas adaptadoras 14-3-3 (Simsek-Duran et al.,
2004), y pudiendo participar procesos de plasticidad sinaptica a largo plazo (LTP, Lonart et
al., 2003). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que esta fosforilacion no es

necesaria para la LTP (Kaeser et al., 2008b; Yang y Calakos, 2010). Por otra parte, ERK2,
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activada por BDNF, también fosforila RIM1a en la Ser477, aumentando la liberaciéon de
glutamato de manera dependiente de Rab3 (Simsek-Duran y Lonart, 2008). Por ultimo,
RIM1a es fosforilada, de manera especifica cerca del dominio C2B, por la Ser/Thr quinasa
asociada a las vesiculas sinapticas, SAD-B, que esta implicada en la regulacién de la
liberacion de neurotransmisores, pero se desconoce si este proceso depende de RIM o de
otras dianas (Inoue et al., 2006; Watabe et al., 2016).

Funciones en neurotransmision.

Las proteinas RIM tienen un papel muy importante en la liberacién basal de
neurotransmisores. Se ha observado que la ausencia de la proteina UNC10/RIM en
C.elegans reduce la frecuencia de los mMEPSC y la respuesta inducida por despolarizacién
(Koushika et al., 2001). En mamiferos, se ha descrito que el raton KO para RIM1a
presenta una reduccion en el RRP, en la probabilidad de liberacion (Calakos et al., 2004;
Fourcaudot et al., 2008; Kaeser et al., 2008a), anomalias en la liberacion asincronica
(Schoch et al., 2002) y reduccion en los mIPSC (Kaeser et al., 2008a). Estos defectos
estan agravados en el DKO para RIM1a y RIM1B (Kaeser et al., 2008a). EI DKO para
RIM1a y RIM2a, muestra ademas una reduccion en la liberacién inducida y pérdida de la
modulacién por Ca?* de los mEPSC (Schoch et al., 2006). Por (ltimo, el KO condicional
para todas las isoformas largas de RIM muestra defectos en el RRP, la frecuencia de los
mMEPSC, la amplitud de las respuestas evocadas y presenta una desincronizacion entre la
entrada de Ca®" y la exocitosis (Kaeser et al., 2011). El hecho de que la séla pérdida de la
expresion de la isoforma RIM2a (Schoch et al., 2006) no afecte a las propiedades basales
de la neurotransmisidn, se debe probablemente a la compensacion por la isoforma RIM1a.
Igualmente ocurre con RIM1a en las fibras musgosas del cerebelo (Castillo et al., 2002),
compensada probablemente por RIM2a, cuya expresion es mayor en cerebelo, (Schoch et
al., 2006). La importancia de estas funciones se pone de manifiesto en la letalidad del DKO
de RIM1a y RIM2a (Schoch et al., 2006) y del DKO de RIM1a y RIM1B (Kaeser et al.,
2008a).

Debido al gran nimero de interacciones con otras proteinas, se ha hipotetizado el
papel de RIM como posible proteina de andamiaje de la zona activa. Sin embargo, los
ratones KOs para las distintas isoformas no muestran un alteracién clara en la zona activa,
ni en las proteinas de la misma (Koushika et al, 2001). A pesar de ello, en algunos de
estos estudios, se han observado alteraciones en la localizacién de algunas de estas
proteinas: la pérdida de la correcta localizacion de los VDCC (Kaeser et al., 2011); un claro
aumento en la solubilidad de Munc13-1 (Schoch et al., 2006; Kaeser et al., 2008a; Deng et
al. 2011); asi como un incremento en la solubilidad de las RIM-BP, a-liprinas y ELKS/CAST
en el DKO para RIM1a y RIM1B (Kaeser et al., 2008a).
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Ademas, se ha descrito que la SUMOilacién de la proteina RIM es necesaria para
el mantenimiento de la exocitosis rapida inducida por despolarizacién (Girach et al., 2013).

El importante papel de las proteinas RIM en la liberacién de neurotransmisores se
debe a las funciones que desempefia:

Localizacion de los VDCC en la zona activa. Se han descrito varias
interacciones directas e indirectas de RIM con los VDCC (detalladas previamente),
habiéndose demostrado la implicacion funcional de algunas de ellas. La interaccion de
RIM1a (Kiyonaka et al., 2007) y de las isoformas cortas (Urui et al., 2010), por medio de su
dominio C2B, con la subunidad B4 presente en todos los tipos de VDCC disminuye la
cinética de inactivacién de los mismos, prolongando la entrada de Ca** y aumentando la
exocitosis. Este efecto también ha sido propuesto para los canales de tipo L, en células
secretoras de insulina (Gandini et al., 2011). Por otra parte, la interaccion de RIM1a con
los VDCC, tanto directa por medio de su dominio PDZ, como indirecta por las RIM-BP (Liu
et al., 2011; Acuna et al., 2015), es responsable de la localizacion de los VDCC de tipo P/Q
y N en la zona activa, y del acoplamiento de la entrada de Ca?* y la exocitosis (Kaeser et
al., 2011).

Preparacién de las vesiculas sinapticas para su liberacién. Las proteinas RIM
también participan en el proceso de preparacion de las SVs para su liberacién, por medio
de su interaccion con las proteinas Muncl3. Muncl3 es una proteina esencial para la
preparacion de las vesiculas sinipticas, ya que favorece la conformacion abierta de la
sintaxina-1, necesaria para la formacién del complejo SNARE (apartado 1.4.; Richmond et
al.,, 2001; Ma et al., 2011; 2013). RIM forma un complejo triple con Muncl3 y Rab3
(Andrews-Zwilling et al., 2006). Asi, la expresion de la forma abierta de la sintaxina-1, pero
no de la cerrada, rescata las alteraciones sinapticas observadas en el KO de Uncl10/RIM
en C.elegans (Kushika et al., 2001). Se ha observado que la interrupcién de la interaccion
entre RIM y Muncl13 provoca la pérdida del RRP, imitando el fenotipo del KO de Muncl3
(Betz et al., 2001). Asi mismo, el reclutamiento de las proteinas Muncl3 esta regulado por
su interaccion con RIM1a (Andrews-Zwilling et al., 2006). Ademas, el estudio del KO
condicional para todas las isoformas largas de RIM demostré que la interaccion de RIM
con Muncl3 evita la formacion del dimero autoinhibitorio de Muncl3 y que la interaccion
de RIM con Rab3 también es necesaria para este proceso, siendo el efecto de ambas
interacciones independiente y aditivo (Deng et al. 2011). Este papel de RIM se ha
estudiado en otros sistemas de exocitosis, como las células secretoras de insulina, en el
gue la interaccién Muncl13-1-RIM2 rescata el fenotipo propio de la ausencia de Munc13-1
(Kwan et al., 2007)

Esta funcion de RIM afecta a la posicion de las SVs a nivel ultraestructural,
estudiada por microscopia electronica mediante fijacion quimica. Asi, el KO de

UNC10/RIM en C.elegans presenta una disminuciéon en el nimero de SVs situadas muy
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préximas a la zona activa (Weimer et al., 2006). Aunque otros modelos animales previos
no mostraban cambios ultraestructurales (Schoch et al., 2002; 2006), los ratones KO para
todas las isoformas largas de RIM muestran una reduccion en el nimero de SVs en
contacto con la zona activa (Han et al., 2011; Kaeser et al., 2011). Estos resultados han
sido confirmados por el estudio del KO de RIM1a empleando crio-tomografia electrénica
(Fernandez-Busnadiego et al., 2013).

Es posible que la colocacién de las SVs sea altamente dependiente de la
interaccion RIM-Rab3, como sugiere que el doble KO para UNC10/RIM y Rab3 presente
deficiencias en la colocacion de las SVs similares a las de los KOs individuales (Gracheva
et al., 2008). Ademas, aunque algunos estudios no muestran alteraciones en la colocacion
de las SVs en los animales KO de Rab3 (Schluter et al., 2006), otros autores han descrito
alteraciones en este sentido (Nonet et al., 1997; Coleman et al., 2007; Gracheva et al.,
2008) o en su reclutamiento a la zona activa (Leenders et al., 2001). Otros estudios
también han sefialado la importancia de la interaccion RIM-SYD2/a-liprina en el
posicionamiento de las SVs (Stigloher et al., 2011).

Plasticidad sinaptica. Ademas de su importancia en la liberacion basal de
neurotransmisores, las proteinas RIM han sido relacionadas con procesos de potenciacion
de la liberacion a corto plazo y con la potenciacion a largo plazo dependiente de cAMP
(Kaeser y Sudhof, 2005; Mittelstaed et al., 2010). En este sentido, el ratén KO para RIM1a
muestra deficiencias en la STP determinadas por pares de pulsos y trenes de pulsos, tanto
en rodajas de hipocampo (Schoch et al., 2002) y amigdala (Fourcaudot et al., 2008), como
en cultivos autépticos de neuronas hipocampales (Calakos et al., 2004).

Ademas, el estudio del KO de RIM1a puso de manifiesto que esta proteina esta
implicada en la LTP dependiente de cAMP/PKA en las fibras musgosas de hipocampo y
cerebelo (Castillo et al., 2002; Huang et al., 2005). Este fenotipo es similar al observado en
el KO de Rab3 (Lonart et al., 1998; Huang et al., 2005), por lo que se ha postulado que
estas proteinas actian conjuntamente. Los estudios iniciales en cerebelo propusieron que
la fosforilacion de RIM en la Ser413 (Lonart et al., 2003), que conlleva el reclutamiento de
las proteinas adaptadoras 14-3-3 (Simsek-Duran et al., 2004), es necesaria para el
desarrollo de la LTP. Sin embargo, estudios posteriores cuestionaron la implicacion de
esta fosforilacion (Kaeser et al., 2008b; Yang y Calakos, 2010), manteniéndose el
mecanismo de este fenémeno sin esclarecer. Otros estudios confirman la implicacién de
RIM1a en procesos de plasticidad dependientes de cAMP, tanto en las sinapsis corticales-
amigdala lateral (Fourcaudot et al., 2008), como en las fibras musgosas hipocampales
(Pelkey et al., 2008). En este ultimo caso, se ha sefialado que la interaccién entre RIM y el
receptor mGlu7 limita la actuacion de RIM, pero que la activacion prolongada e
internalizacién del receptor liberaria RIM, potenciando el desarrollo de la LTP dependiente
de cAMP (Pelkey et al., 2008).
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RIM1a también es importante para los procesos de plastidad en sinapsis
inhibitorias (Kaeser et al., 2008a). Se ha demostrado que el receptor CB1 presente en
hipocampo y amigdala basolateral, inhibe la formacion de cAMP, evitando la LTP
dependiente de RIM y dando lugar a procesos de LTD (Chevaleyre et al., 2007). Ademas,
la via cAMP/PKA potencia la liberacion en neuronas gabaérgicas de cerebelo, de manera
dependiente de RIM1a (Lachamp et al., 2009).

3.2. Mecanismos de sefializaciéon mediados por diacilglicerol.

El diacilglicerol (DAG) es un lipido de membrana, formado por una molécula de
glicerol con dos acidos grasos unidos por enlaces ester a dos de sus grupos hidroxilos,
que actua como segundo mensajero, activando diversas proteinas y mecanismos de
sefializacion. EI DAG modula la neurotransmision, principalmente por medio de la
activacion de la proteina quinasa C (PKC) y la proteina Munc13 (Fig. 1.5).

Muncl3 y PKC son las proteinas activadas por DAG que modulan la
neurotransmision mas ampliamente estudiadas, aunque existen otras proteinas con
dominios C1 (Colon-Gonzalez y Kazenietz, 2006) que destacan por su alta afinidad por
DAG, como son las proteinas quimerinas, PKD y RasGRPs (Brose y Rosenmund., 2002;
Kazenietz, 2002). Sin embargo, no se ha descrito el papel de estas Ultimas en la
modulacién de la neurotransmision, aungque sus acciones podrian tener alguna implicacién
indirecta sobre la misma.

El DAG se genera principalmente por la hidrélisis de fosfatidilinositoles (PIP;) por la
enzima fosfolipasa C (PLC, Fig. 1.7.A). También se puede producir DAG por otras rutas,
como por la degradacion del acido fosfatidico (PA), obtenido en la hidrélisis de
fosfatidilcolina por la fosfolipasa D (PLD). EI DAG producido por esta ruta contiene acidos
grasos saturados/monoinsaturdos, mientras que el DAG generado por PLC contiene
acidos grasos polinsaturados, y parece que participa en otros tipos de sefializaciones
(Brose y Rosenmund., 2002).

Ademas el DAG se degrada por la accion de diferentes enzimas: la DAG quinasa,
que produce acido fosfatidico y tiene diversas funciones en el SNC (Ishisaka y Hara.,
2014); la DAG lipasa que produce monoacilgliceroles como el 2-AG, que es uno de los
principales agonistas endocanabinoides (Ohno-Shosaku y Kano, 2014); o la DAG acetil

transferasa que forma triacilgliceroles (Fig. 1.7.A).

3.2.1. FosfolipasaC.

La fosfolipasa C o PLC (EC 3.1.4.11) es una hidrolasa que cataliza la hidrélisis de

PIP,, dando lugar a inositol trifosfato, I1P3, y DAG. Estos segundos mensajeros, asi como el
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Fig 1.7. Proteinas implicadas en la via de sefializacion por DAG y su metabolismo. (A) Metabolismo del
diacilglicerol (DAG). Verde: sintesis; rojo: degradacion. (B) Isoformas de la fosfolipasa C (PLC) y sus formas de
activacion. PH, dominio homélogo de plecstrinas; EF, dominio tipo mano EF; X e Y, dominios cataliticos; C2, dominio
de unién a lipidos y calcio; SH2 y SH3, dominios homélogos de la proteina Src; PDZ, dominio de interacci6n
presente en PSD-95, DIgA y zo-1; RA, dominio de asociacién a Ras; CDC25HD/RasGEF, dominio de homologia con
CDC25 con actividad intercambiadora de nucleétidos de guanina para Ras. (C) Isoformas de la proteina quinasa C
(PKC) y sus formas de activacion. PS, dominio pseudosustrato; C1, dominios de activacion por DAG; C2, dominio de
unién a lipidos y calcio; C3, dominio unién ATP y fosfotransferasa; C4, dominio de unién a sustrato; PB1, dominio
Pox y Bem1l de oligomerizacion. (D) Isoformas de la proteina Munc13 y sus formas de activacion. C2, dominio de
unién a lipidos y calcio; CaMb, motivo de unién a calmodulina; C1, dominios de activacién por DAG; MUN, dominio
funcional de Munc13 (adaptado de Suh et al., 2008, Steinberg et al., 2008 y Brose y Rosenmund, 2002).
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PIP,, modulan diferentes rutas de transduccion de sefiales intracelulares (Fig.1.5.). Entre
las funciones bioldgicas de estas vias de sefializacién se encuentra la modulacion de la

neurotransmision.

Isoformas y localizacion.

Han sido identificadas 13 isoformas diferentes de esta enzima en mamiferos, que a
su vez han sido clasificadas en 6 familias: B (B 1,2,3 4), Y (Y 12), © (§ 1,2,3), €,y N (N12)-
Ademas, estas isoformas presentan variantes por procesamiento alternativo (Suh et al.,
2008). Respecto a su expresion, se ha descrito que todas las familias, excepto la familia ,
se expresan en el cerebro: la familia B presenta una alta expresion en el cerebro; la familia
Yy presenta una expresion ubicua, pero con altos niveles en cerebro, especialmente en
neuronas, aunque regulada por el desarrollo; la familia & también tiene una expresion
ubicua, concentrandose en la astroglia a nivel cerebral; la familia € también presenta una
expresion ubicua, que incluye el cerebro; la familia n tiene una expresion predominante en
el cerebro; mientras la familia ¢ estd solamente presente en los espermatozoides
(Rebecchi y Pentya, 2000; Rhee et al., 2001; Suh et al., 2008).

Estructuray regulacion.

Todas las isoformas de PLC tienen varios dominios comunes (Fig. 1.7.B): dos
dominios cataliticos X e Y; cuatro dominios tipo manos EF; un dominio amino terminal
homoélogo a plecstrinas (dominio PH), relacionado con la unién a lipidos de membrana
(PIP, y PIP3), su localizacion en membrana y la interaccion con las subunidades By de las
proteinas G (salvo la familia ¢ que no presenta este dominio); y un dominio C2 de unién a
Ca*" cercano al carboxilo terminal. Ademas, existen otros dominios presentes sélo en
algunas de las isoformas: la familia y presenta dominios SH2 y SH3 (homdlogos a la
proteina Src), relacionados con su activacién, asi como dos dominios PH adicionales que
flanquean los dominios SH; las familias B y n expresa regiones de unién a dominios PDZ
relacionados con su asociacion a GPCRs ; y la familia € tiene varios dominios adicionales
implicados en su activacién, concretamente dos dominios de unién a Ras-GTP (RA1/2) y
un dominio de actividad intercambiadora de nucleétidos de guanina o GEF (CDC25HD;
Rebecchi y Pentya, 2000; Rhee et al., 2001; Suh et al., 2008).

Se han descrito distintos mecanismos implicados en la activacién de las familias de
PLC, relacionados con los dominios presentes en la estructura de cada familia (Fig. 1.7.B).
Ademas, se ha propuesto que la activacion de estas proteinas puede estar relacionada
con su translocaciéon a la membrana plasmatica, para tener acceso a su sustrato PIP,
(Harden et al., 2011). Entre los moduladores de PLC cabe sefalar:

1) Modulacién por Ca?* de todas las familias. Para la accién catalitica y la

localizacién en membrana de la PLC es necesaria la unién de Ca®" a los dominios
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cataliticos (Williams et al., 1999). Ademas, la unién de Ca®" en los dominios C2 potencia la
accion catalitica de la enzima (Essen et al., 1996; Lomasney et al., 1999). Los dominios de
manos EF también unen Ca®", aunque su delecién reduce la actividad enziméatica de
manera independiente de Ca?* (Nakashima et al., 1995).

Las PLC de las familias 3, n, € y  presentan de 3 a 4 sitios de unién a Ca** en sus
dominios C2, mostrando una mayor sensibilidad a este ion (Allen et al 1997; Saunders et
al.,, 2002; Hwang et al.,, 2005), mientras que la familia f tiene menos sensibilidad,
habiéndose propuesto que no es activada por la unién de Ca®** a su dominio C2 (Wang et
al., 1999). Las familias 8 y ¢, exhiben un alto control por Ca?*, probablemente relacionado
con la ausencia de otros mecanismos de regulacion (Suh et al., 2009).

2) Modulacion por proteinas G triméricas de las familias 8, n. Las subunidades
de la familia Gaq activan PLC B por medio de su dominio C2 (Wang et al., 1999), pero no
PLC vy, no6¢ (Taylor et al., 1991; Smrcka et al., 1991). Ademas, esta subfamilia también es
activada por la interaccion de las subunidades GBy con su dominio PH (Wang et al., 2000).
Asi, se ha propuesto que diferentes tipos de GPCRs acoplados a proteinas Gq activan
PLCB (Rhee et al., 2001). Ademas, la familia PLCn también interacciona con GBy y puede
ser modulada por los GPCRs (Suh et al., 2008). Ambas familias de fosfolipasas presentan
dominios de interaccion con proteinas con dominios PDZ, y se ha propuesto un papel
como mediadoras de la accién de los GPCR (Kim et al., 2011). No ha sido demostrada la
interaccion directa de subunidades Gaq y By con PLCe o PLCy, aunque podrian
modularlas indirectamente (Suh et al., 2008; Smrcka et al., 2012).

3) Modulacién por proteinas G pequefias 0 monoméricas de la familia €. La
asociacion de proteinas de la familia de las proteinas G pequefas de la familia Ras (H-
Ras, K-Ras, RaplA, 2A, 2B) al dominio RA2 induce la actividad de esta clase de PLC.
Ademas, se ha propuesto que el dominio de homologia con CDC25 (CDC25HD o Ras-
GEF) puede ejercer actividad GEF sobre las proteinas G pequefias unidas, actuado como
un bucle de retroactivacion que prolonga la actividad de la PLCe (Smrcka et al., 2012). En
sistemas no neuronales se ha demostrado que los (3-AR (Oestreich et al., 2007), por medio
de la via de sefializacion Epac/ Rap2B (Schmidt et al., 2001), pueden activar la PLCe
(Dzhura et al., 2011).

4) Modulacion por receptores tirosina quinasa de la familia y. Agonistas de estos
receptores, como el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), o el factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGFR), activan las PLC y (Kamat y Carpenter, 1997), induciendo
su fosforilacion (Sekiya et al., 2004). Se ha demostrado que estos factores pueden activar
otras familias de PLC, pero se desconoce si su accién es directa (Suh et al., 2008; Smrcka
et al., 2011). También se ha propuesto la activacion de la familia PLCy por otros GPCR sin
actividad quinasa, pero probablemente estos mecanismos son indirectos, dependiendo de

la activacion de proteinas quinasas que fosforilan a estas enzimas (Suh et al., 2008).
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Teniendo en cuenta estos mecanismos de activacion, se ha propuesto que las
sefiales extracelulares podrian activar inicialmente las familias de PLC B8, n y y (PLC
primarias). Esta sefializacion primaria, podria provocar el incremento en la concentracion
de Ca®" o la activacion de Rap, activando PLC &, { y € (PLC secundarias), amplificando la

sefializacion por PLC (Yang et al., 2013)

3.2.2. Funciones de PIP, e IP3 en neurotransmision.

El sustrato para la formacion de DAG es el PIP,. La actividad de PLC, ademas de
DAG, también produce IP;. Ambas moléculas desempefian importantes funciones en la
regulacion de la neurotransmision.

El PIP, se une a numerosas proteinas sinapticas, participando en su localizacién
en membrana y modulando su funcién (Fig. 1.5.; Koch y Hold., 2012; Martin et al., 2014).
Este es el caso de canales ionicos (VDCC y canales de K+ tipo M), proteinas de la zona
activa (Piccolo, RIM), proteinas implicadas en los procesos de fusion (Muncl3, CAPS,
sintaxina), sensores de la exocitosis (sinaptotagmina, Doc2b) o proteinas endocitéticas
(proteinas adaptadoras AP, dinaminas). Por ello, el PIP, desarrolla un importante papel en
la funcion sinaptica. En primer lugar, destaca la modulacion de los canales de K* de tipo M
(canales KCNQ/Kv7). Estos canales necesitan PIP, para su activacion e inhibicion de la
exocitosis, siendo por lo tanto regulados por la activacion de PLC (Hernandez et al., 2008).
Por otra, el PIP, es gran importancia para el reclutamiento de proteinas exocitéticas
(Martin et al., 2014) y el acoplamiento entre exo- y endocitosis a través de la interaccion
con sinaptotagmina. Esta interaccion es necesaria para el reabastecimiento de SVs (Koch
y Hold., 2012) y para el proceso de preparacion de las SVs dependiente de la proteina de
la maquinaria exocitética CAPS (Nguyen-Truong et al., 2014).

El IP; participa en la movilizacién de Ca®" de compartimentos intracelulares,
principalmente desde el reticulo endoplasmatico (RE), por medio de la activacion de
receptores de IP3 (IP3R, Fig. 1.5.). En el sistema nervioso, esta sefializacion afecta a
multitud de procesos, como el desarrollo de las ondas de Ca®" de dendritas a soma,
dependientes del proceso de liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR); el
establecimiento de la actividad marcapasos; la activacion de la transcripcion de diferentes
proteinas; asi como el desarrollo de mecanismos de plasticidad sinaptica asociados a
procesos de aprendizaje y memoria (Berridge et al., 1998; 2008). Existen evidencias,
aunque no consenso, acerca del papel de la movilizacién de Ca®* del RE en los terminales
presinapticos, aunque ha sido mayoritariamente asociados al papel de los receptores de
rianodina (RyR, Bouchard et al., 2003). Respecto al papel del IP3 a nivel presinaptico, su
accion potenciadora de la exocitosis se ha descrito en distintos modelos, incluyendo

sinaptosomas (Gandhi y Ross, 1987). Estos mecanismos han sido relacionado con
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procesos de plasticidad a corto plazo (Caillard et al.,, 2000; Vargas et al.,, 2011) y la
modulacién de la liberacion espontanea (Liou et al., 2006; Takahashi et al, 2007; Mathew
y Hablitz, 2008).

3.2.3. Proteina quinasa C.

La proteina quinasa C (PKC) es una quinasa de serina/treonina, que es activada
por DAG, entre otras moléculas. La sefalizacién por esta quinasa participa en diferentes
procesos, entre las que se encuentra la modulacion de neurotransmision a distintos niveles
(Fig. 1.5).

Isoformas, estructuray activacion

Se han descritao 12 isoformas de PKC en mamiferos, clasificadas en 3 familias
segln sus activadores y homologia (Fig. 1.7.C). Las PKC clasicas (cPKC), que incluyen
las isoformas a,Bl,Bll y y, son activadas por DAG, Ca**, asi como por otros activadores
(fosfatidilserina, acido araquidénico y ceramidas). Las PKC nuevas (nPKC), que engloban
las isoformas 3, €, €', n, 6 y u/PKD, que no requieren Ca?* para su activacién. Por ultimo,
las PKC atipicas (aPKC), con las isoformas  y M, son insensibles a Ca®" y DAG (Newton
et al., 2001; Sun y Alkon, 2006; Steinberg, 2008).

Las distintas isoformas presentan combinaciones diferentes de los siguientes
dominios (Fig. 1.7.C). En la regidén reguladora amino terminal se localizan: un motivo
pseudosustrato, que puede unirse de manera autoinhibitoria a la regidn catalitca; dos
dominios C1A y C1B de activacién por DAG; y un dominio C2 de activacién por Ca®*, que
ademas une lipidos y proteinas. La region catalitica carboxilo terminal presenta un dominio
C3 que contiene el sitio de unién a ATP y de actividad fosfotransferasa, asi como un
dominio C4 con el sitio de union a sustrato (Newton et al.,, 2001; Sun y Alkon, 2006;
Steinberg, 2008).

La activacién de las PKC requiere diferentes pasos, que se dan de forma
secuencial: 1) la fosforilacién de 3 residuos de la proteina, por accién inicial de PDK-1; 2)
el plegamiento funcional; 3) la localizacién subcelular, que varia de acuerdo con la
isoforma, y esta sujeta a fendmenos de translocacion a la membrana por interaccién con
las proteinas RACK; y 4) la pérdida de la interaccion autoinhibitoria como consecuencia de
la interaccion de la proteina con la membrana plasmética. La activacion de PKC esti
modulada por la unién de diferentes moduladores alostéricos, principalmente DAG, pero

también fosfatidilseriana y Ca®* (Newton et al., 2001).
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Funciones en neurotransmision.

La PKC tiene una abundante expresion en cerebro (Saito et al., 1988), donde lleva
a cabo importantes funciones. Estas funciones comprenden la regulacion de distintos
procesos, como la liberacibn de neurotransmisores, la expresion en membrana de
receptores y de otras proteinas, procesos de plasticidad postsindptica, sinaptogénesis,
regeneracién axonal y supervivencia neuronal. Ademas, su accién esta implicada en
patologias como la isquemia cerebral o la enfermedad de Alzehimer (Sun y Alkon., 2006).

La PKC puede facilitar la liberacion de neurotransmisores por distintos
mecanismos. La fosforilacion de canales de K, inhibiendo su actividad, y por lo tanto,
incrementando la duracién de los potenciales de accidén y la activacion de los VDCC
(Gerber et al., 1991; Barrie et al., 1991; Fadool et al., 2000; Hu et al., 2003). PKC fosforila
los VDCC, aumentando la entrada de Ca** (Yang y Tsien, 1993; Stea et al., 1995). Esta
accion suprime la inhibicion de los VDCC mediada por las subunidades GBy (Swartz, 1993;
Zamponi et al., 1997; Herlitze et al., 2001). Por otra parte, se ha propuesto que PKC puede
inhibir los VDCC de manera indirecta, por fosforilacion de SNAP25, que modula estos
canales (Pozzi et al., 2008).

PKC también modula la maquinaria exocitética. Se ha demostrado que la
activacion de PKC por ésteres de forbol (analogos de DAG), aumenta el RRP (Ghirardi et
al.,, 1992; Gillis et al.,, 1996; Smith et al., 1998; Silinsky y Searl, 2003) y mejora el
acoplamiento entre la entrada de Ca®" y la exocitosis (Korogod et al., 2007). Esta accién
depende de la fosforilacion de la proteina Munc18, que juega un papel muy importante en
diversas fases de la exocitosis, como la preparacién de las SVs para su fusién o la
apertura del poro de fusién (apartado 1.4.; Dulubova et al., 1999; Verhage et al., 2000;
Misura et al., 2000; de Vries et al., 2000; Barclay et al., 2003; Craig et al., 2003; Nili et al.,
2006; Toonen et al., 2006; Wierda et al., 2007; Gen et al., 2014; Cijsouw et al., 2014).
También se ha descrito que otros sustratos de PKC, como sintaxina (Jovanovic et al.,
1996), sinaptotagmina (Nagi et al., 2006) y SNAP25 (Shoji-Kasai et al., 2002; Houland et
al., 2003; Tokuaka et al., 2006; Yang et al., 2007; Shu et al., 2008), aumentan el RRP. Sin
embargo, otros estudios cuestionan la implicacion de la fosforilacion de SNAP25 en la
potenciacion por DAG (Finley et al., 2003). Recientes estudios han propuesto el papel de
la fosforilacion de la sinaptotagmina-1 por PKC en etapas posteriores a la preparacion de
las SVs (de Jong et al., 2016)

3.2.4. Proteinas Munc13.

Las proteinas Munc13 son esenciales en la preparacion de las vesiculas sinapticas

para su liberacion (Augustin et al., 1999a; Varoqueaux, et al 2002), y median mecanismos
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de plasticidad dependientes de DAG (Betz et al., 1998; Rhee et al, 2002) y de Ca**-
calmodulina (Junge et al, 2004, Lipstein et al, 2013).

Isoformas.

Las proteinas de la familia Muncl13 (proteinas de mamifero analogas a uncl3 de
C.elegans) son codificadas por cuatro genes: Munc13-1, Munc13-2, Munc13-3 y Munc13-
4. Estos genes codifican las proteinas Muncl3-1; las variantes de procesamiento
alternativo bMuncl13-2 y ubMuncl3-2, isoformas asociadas al cerebro y ubicua,
respectivamente; Munc13-3; y Muncl13-4, que se expresa sélamente en células secretoras
periféricas (Brose et al., 1995; Koch et al., 2000).

Localizacion cerebral.

Las isoformas presentes en el sistema nervioso central tienen patrones de
expresion diferenciados pero solapantes, aunque en todos los casos asociados a
neuronas. Muncl3-1 se expresa en todo el cerebro, mostrando mayores niveles de
expresion en bulbo olfatorio, estriado, corteza cerebral, hipocampo y cerebelo. Munc13-2
se expresa predominantemente en bulbo olfatorio, corteza cerebral e hipocampo, mientras
que Muncl3-3 se localiza principalmente en cerebelo, tronco encefalico y en el ndcleo del
puente del tronco encefélico (Augustin et al, 1999b).

A nivel subcelular las proteinas Muncl3 estdn asociadas a la membrana
plasmética de la zona activa ya que, a pesar de no poseer dominios transmembrana, su
activacion por unién a DAG promueve su translocacion a la membrana (Betz et al., 1998;
Rhee et al, 2002). Ademas, las proteinas Muncl3 interaccionan con fosfolipidos de
membrana (Shin et al.,, 2010) y con proteinas de la zona activa (Fig. 1.2). Se ha
demostrado que la interaccién con RIM esta relacionada con la localizacion de Muncl13 en
la membrana plasmatica, ya que los ratones KO para distintas la proteina RIM muestran
una reduccion en los niveles de expresién (Schoch et al.,, 2002) o un aumento en la
solubilidad de Munc13 (Schoch et al., 2002; 2006; Kaeser et al 2008a; Deng et al., 2011).

Estructura.

Las isoformas de Muncl3 presentan una regién carboxilo terminal, de alta
homologia, con los dominios funcionales, y una regién amino terminal, de muy baja
homologia, con dominios modulatorios (Fig. 1.7. D). Estas proteinas tienen tres dominios
C2: C2B, que se une a Ca*"y fosfolipidos de membrana, como PIP y PIP,; y C2Ay C2C,
que no unen Ca*". Ademas, tienen un dominio C1 de unién a DAG, un dominio de unién a
calmodulina (CaMb) y un dominio MUN que es responsable de la funcion de la proteina
(Augustin et al., 1999).
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Interacciones.

Munc13-1 forma complejos con diversas proteinas de la matriz de la zona activa
por medio de la interaccion con su extremo amino terminal: ELKs/CAST (Ohtsuka et al.,
2002; Takao-Rikitsu et al., 2004; Wang et al., 2009), Basson y Piccolo (Wang et al., 2009);
RIM1 por el dominio C2A (Betz et al., 2001; Duluvoba et al, 2005; Andrews-Zwilling et al.,
2006; Wang et al., 2009; Deng et al., 2011) y los VDCC por medio de su dominio C2B
(Colloway et al., 2015). Munc13-1 presenta una relacion funcional con sintaxina-1 (Betz et
al., 1997; Richmond et al., 2001; Basu et al., 2007; Ma et al. 2011), pero, aunque se ha
propuesto la interaccion directa con esta proteina por medio del dominio MUN (Brose et al.,

2000; Stevens et al., 2005), existen controversias (Basu et al., 2005).

Funciones en neurotransmision

Al igual que las proteinas unc-13/Dunc-13 (Aravamudan et al., 1999; Richmond et
al., 1999), las proteinas Munc13 son esenciales para el proceso de neurotransmision. Asi,
la ausencia de la proteina Muncl3-1 provoca la pérdida de la liberacion espontanea e
inducida por despolarizacion en el 90% de las neuronas glutamatérgicas de cultivos
autapticos de hipocampo (Augustin et al., 1999). Ademas, la ausencia combinada de
Muncl3-1 y Muncl3-2 provoca la pérdida completa de estos fendmenos en todas las
sinapsis (Varoqueaux et al., 2002). Se ha propuesto también su funcién como proteina de
andamiaje de la zona activa (Wang et al.,, 2009), aunque su delecion no afecta a la
expresion de las proteinas de la misma (Varoqueaux et al., 2002).

Preparacién de las vesiculas sinapticas. Las proteinas Muncl13-1 participan en
el proceso de apertura de la sintaxina-1, estabilizando su conformacion “abierta”
(Richmond et al., 2001; Ma et al., 2007), para su participacién en la formacién del complejo
SNARE, necesario para la fusién de las vesiculas sindpticas (Fig. 1.3; apartado 1.4.).
Ademas, para llevar a cabo este proceso, la proteina Muncl3, por medio de su dominio
C2A, debe formar un complejo triple con las proteinas RIM (Betz et al., 2001; Duluvoba et
al, 2005; Lu et al., 2006; Deng et al., 2011) y Rab3 (Andrews-Zwilling et al., 2006). La
interaccion con RIM da lugar la ruptura del dimero autoinhibitorio de Munc13, permitiendo
Su accion en la preparacion de las vesiculas sinapticas (Deng et al., 2011).

Inicialmente, se describi6d la interaccion del extremo carboxilo terminal de Muncl13
con el amino terminal de syntaxina-1 (Betz et al., 1997), presumiblemente por medio de los
dos fragmentos MHD1 y MHD2 del dominio MUN (Brose et al., 2002). Sin embargo,
posteriormente se demostré que para llevar a cabo esta funcién es necesario el dominio
MUN completo (Basu et al., 2005), aunque la interaccién directa entre el dominio MUN y
sintaxina-1 esta discutida (Basu et al., 2005; Ma et al., 2007). Los dominios regulatorios de
la proteina son también necesarios para su funcién, ya que el dominio MUN sélo rescata

un 50% de la actividad de la proteina completa (Basu et al., 2005). Se ha propuesto que
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para la funcién completa de la proteina es necesaria una regién que contiene el dominio
MUN y el dominio C2 carboxilo terminal (Stevens et al., 2005).

De acuerdo con su funcion, la ausencia de Muncl13 da lugar a la pérdida del RRP
(Augustin et al., 1999; Varoqueaux et al., 2002). Asi mismo, los estudios ultraestructurales
por fijacion a alta presion muestran que la ausencia de las proteinas Muncl13-1y 2 da lugar
a la disminucién del nimero de vesiculas sinapticas en contacto con la membrana de la
zona activa (Siksou et al., 2007; Iming et al.,, 2014), aunque estos defectos no son
apreciables con los métodos de fijaciébn quimica convencionales (Augustin et al., 1999;
Varoqueaux et al., 2002).

Por otra parte, se ha propuesto que Muncl3-3 lleva a cabo también estas
funciones, actuando de manera completaria a Muncl3-1 en cerebelo (Augustin et al.,
2001). Sin embargo, otros estudios proponen que Muncl3-3 aumenta la eficacia del
acoplamiento de la exocitosis a la entrada de Ca**, pero sin favorecer la preparacion de las
vesiculas sindpticas (Ishiyama et al., 2014).

Plasticidad sinaptica. La presencia de distintas isoformas de Muncl13 da lugar a
diferentes fenémenos de plasticidad a corto plazo (Rosenmund et al., 2002; Breustedt et
al., 2010). Asi, las sinapsis dependientes de Muncl3-1, presentan fendmenos de
depresion a corto plazo en respuesta a estimulaciones de alta frecuencia, mientras que las
sinapsis dependientes de Munc13-2, en respuesta a los mismos estimulos, muestran
fendmenos de potenciacion a corto plazo (Breustedt y cols., 2010), que han sido asociados
al aumento del RRP y de la probabilidad de liberacién por acciéon de PLC (Rosenmund et
al., 2002). Munc13-1 participa en fendmenos de plasticidad a largo plazo (LTP) en las
fibras musgosas de hipocampo in vivo (Yang y Calakos, 2010).

Las proteinas Munc13 unen DAG por medio de su domino C1 y esto promueve la
translocacion de la proteina a la membrana plasmatica de la zona activa, para llevar a
cabo su funcién. La accién de DAG sobre Muncl3 controla el reabastecimiento de
vesiculas sinapticas para el mantenimiento del RRP (Rhee et al., 2002). Se ha propuesto
gque, ademas de preparar las vesiculas, disminuye la energia necesaria para su fusion
(Basu el al., 2007). Las estimulaciones de alta frecuencia activan las proteinas Munc13,
por medio del DAG generado por la PLC, en respuesta a la elevacion de Ca®* (Rhee et al.,
2002). Asi mismo, se ha propuesto que receptores presinapticos pueden activar esta
fosfolipasa para mediar mecanismos de potenciacién dependientes de Muncl3, como el
receptor de histamina H; en células cromoafines (Bauer et al., 2007), el receptor mGIu7 en
sinaptosomas cerebrocorticales (Martin et al., 2010) o el receptor CRK-2 del neuropéptido
NLP de la uniéon neuromuscular (Hu et al., 2015). La importancia de estos fenomenos se
manifiesta en la letalidad de la mutacién que evita la union de DAG a Munc13 (Rhee et al.,
2002).
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Ademas, son muy importantes los fendmenos de plasticidad sinaptica por Ca/CaM
asociados a la modulacién de las proteinas Muncl3. Las proteinas Muncl3-1 y
ubMunc13-2 presentan un dominio CaMb, de uniéon a calmodulina, que permite la union
dependiente de Ca®* de esta proteina (Dimova et al., 2006; 2009; Rodriguez-Castafieda et
al.,, 2009). Esta union regula el reabastecimiento del RRP dependiente de actividad
sinaptica y afecta a fenomenos de plasticidad a corto plazo en cultivos autapticos de
hipocampo (Junge et al., 2004) y en el caliz de Held (Lisptein et al., 2013). La interaccion
del complejo Munc13-Ca/CaM se da por medio de dos mdodulos independientes, existiendo
una activacion bifasica de la proteina Muncl3. Por un lado, un estado de activacion
parcial, con 2 Ca®* unidos al dominio carboxilo terminal de CaM e interaccionando con uno
de los mddulos de Muncl3. Por otro lado, un estado de activacion completa, con cuatro
Ca?*, dos Ca** en los dominios carboxilo y otros dos en los dominios amino terminal de
CaM, e interaccionando con los dos moédulos de Muncl3 respectivamente. EI complejo
Munc13-Ca/CaM es un eficiente sensor de Ca?*, ya que la concentracion citosélica de este
i6n promueve el paso rapido de un estado a otro (Rodriguez-Castafieda et al., 2009).
Ademds, se ha demostrado que las proteinas bMuncl3-2 y Muncl3-3 pueden unir
calmodulina por medio de otras secuencias, para llevar a cabo funciones similares
(Lipstein et al., 2012).

Por Gltimo, también se ha descrito la unién de Ca?* y fosfolipidos de membrana
(PIP y PIP;) al dominio C2B de Munc13. Aunque esta unidn no parece tener efectos en la
liberacion inducida, ni en la preparacion basal de las vesiculas sinapticas, si afecta a
fendmenos de plasticidad sinptica a corto plazo (Shin et al., 2010).

Por lo tanto, las proteinas Muncl3 tiene un papel muy importante en los
fenbmenos de plasticidad a corto plazo, siendo reguladas por DAG, Ca/CaM, y
Cal/fosfolipidos. Es posible que estos mecanismos integren conjuntamente la modulacién
de Muncl3, ya que se ha demostrado que puede existir una oclusion entre los mismos
(Shin et al.,, 2010). Estas tres formas de regulaciébn son directa o indirectamente
dependientes de Ca?*, pudiendo ser moduladas, por tanto, por la actividad sinaptica.
Ademas, la actividad de PLC y generacion de DAG, puede ser regulada por GPCR
presinapticos, de acuerdo a la modulacién de Muncl3 propuesta para algunos de estos
receptores (Bauer et al., 2007, Martin et al., 2010, Hu et al., 2015).

Modulacién de los VDCC. Recientemente se ha descrito que la proteina Munc13
aumenta la entrada de Ca®* por los VDCC, regulando las propiedades cinéticas de estos
canales y permitiendo su recuperacion después de trenes de estimulacion de alta

frecuencia (Collaway et al., 2015).
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Los receptores mGlu7 inhiben la liberacion de glutamato por medio de la
modulacién de los VDCC (Millan et al., 2002). Sin embargo, se ha observado que la
activacion prolongada de los receptores mGlu7 induce también la potenciacion de la
liberacion de glutamato en sinaptosomas de corteza cerebral. Esta via de sefializacion
implica la activacion de PLC, para generar DAG y translocar la proteina Muncl3-1 a la
membrana de la zona activa (Martin et al., 2010). Por otra parte, los receptores mGlu7
también inhiben la generacién de cAMP (Millan et al, 2002). Ademas, se ha propuesto que
los receptores mGlu7 controlan mecanismos de potenciacién de la liberacion de glutamato
dependientes de cAMP, por medio de su interaccion con la proteina de la zona activa
RIM1a (Pelkey et al., 2008). Dado que Munc13-1 y RIM1a son proteinas de la maquinaria
exocitética, que actlan conjuntamente en el proceso de preparaciéon de las SVs para su
liberacion (Deng et al., 2011), es posible que los receptores mGlu7 puedan modular

mecanismos de plasticidad presinaptica relacionados con estas proteinas.

Por lo tanto, los objetivos concretos de esta Tesis Doctoral fueron:

1. Ampliar el estudio de la potenciacidn por los receptores mGlu7, obteniendo evidencias
adicionales de la implicacion de la proteina Munc13-1 y estudiando este mecanismo en

cultivos primarios de neuronas.

2. Estudiar el desarrollo de la potenciacion por los receptores mGlu7 en hipocampo y su

relacion con los terminales presinpticos que expresan VDCC de tipo N.

3. Conocer las vias de vias de sefializacion dependientes de cAMP que potencian la

liberacion de glutamato modulando la maquinaria exocitética.
4. Determinar la relacién de los receptores mGlu7 con las vias de sefalizacion

dependientes de cAMP que potencian la liberacién de glutamato modulando la

magquinaria exocitotica.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1.Material biolégico

Las preparaciones de sinaptosomas y las rodajas de tejido cerebral se obtuvieron a
partir de ratones (Mus musculus) adultos (2-5 meses aproximadamente) de ambos sexos
indistintamente. Los cultivos primarios de neuronas corticales y los cultivos autapticos de
neuronas hipocampales, asi como los astrocitos corticales empleados para estos ultimos,
fueron obtenidos a partir de ratones recién nacidos (dia 1 postnatal, P1) sin realizar
distincion por sexos. Se utilizaron ratones de genotipo salvaje o WT (wild type) de la cepa
C57BL/6N, asi como ratones mutantes para la expresion de distintas proteinas con el
fondo genético C57BL/6N: ratones carentes de la subunidad a1B de los canales de calcio
VDCC de tipo N (Ino et al., 2001), cedidos por el Dr. Mori Y. (Instituto Nacional de las
Ciencias Fisiologicas de Myodaiji, Okazaki, Japén); ratones carentes de la proteina RIM1a
(Schoch et al., 2002), cedidos por la Dra. Schoch S. (Instituto de Neuropatologia de la
Universidad de Bonn, Alemania); y ratones mutantes para la unién a DAG a la proteina
Munc13-1 (mutacién H567K; Rhee et al., 2002) cedidos por el Dr. Brose N. (Instituto Max
Planck de Medicina Experimental, Gottingen, Alemania).

Los animales WT fueron criados en el animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad Complutense a partir de parejas WT compradas a Harlan Sprague Dawley Inc.
(Gannat, Francia), comprados al animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Madrid, o criados en el animalario del Instituto Max Planck de Medicina
Experimental. Los ratones mutantes fueron criados en el animalario de la Facultad de
Medicina o en el Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria de la Universidad Complutense
a partir de parejas de ratones heterozigotos para el gen mutado. Estos ratones mutantes
fueron identificados empleando chapas numeradas de oreja (ear tags) o chips
intradérmicos, y genotipados a partir de muestras de tejido de la oreja.

El manejo de todos los animales empleados en la realizacion de este trabajo de
investigacion se llevd6 a cabo siguiendo las recomendaciones éticas para la
experimentacion con animales y las regulaciones establecidas por la directiva del consejo
europeo (86/609/EEC), aprobadas por el comité ético de la Universidad Complutense de
Madrid.

1.2.Reactivos y aparatos
Los reactivos (Tabla 3.1), farmacos (Tabla 3.2), anticuerpos (Tabla 3.3), medios

(Tabla 3.4) y aparatos (Tabla 3.4) empleados en la realizacidon de este trabajo figuran

recogidos en las siguientes tablas.
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Tabla 3.1. Reactivos y materiales

REACTIVO / MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA

Co-inmunoprecipitacion

Kit True Blot Conejo con IP Beads Rockland 03988-1688-31
Proteina A-Agarosa Sigma p7786
DTT Sigma D0632

Cultivo bacteriano

Ampicilina, sal de sodio Sigma A9518

Kit maxiprep: EndoFree Plasmid Maxi Kit (10) Quiagen 12362

Kit miniprep: High Pure Plasmid Isolation Kit Roche 1754 785

Medio LB Sigma L3152

Cultivo celular

Papain Dissociation System (Papaina, ovomucoide, DNAasa) Worthington LK003160
Gibco, Life

Neurobasal-A Medium (1X) Technologies 10888-022
Gibco, Life

B27 suplemento (50X) Technologies 17504-044
Gibco, Life

Antibiotico-antimicotico (100X) Technologies 15240-062

EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution) Sigma E6267
Gibco, Life

GlutaMAX- | CTS (50X) Technologies A12860-01

Poli-L-Lisina (MW 70k-150k) Sigma P4707

Amaxa Rat Nucleofector Kit (Nucleofector, cubetas) Lonza VPG-1003

Placas cultivo de tejido 6 pocillos Falcon 353046

Filtros Acrodisc 32mm con membrana Supor 0.2um Pall Corporation 4642

Determinacién de segundos mensajeros

Kit IP-One Kit - 1,000 tests Cisbio 62P1APEB
Kit cAMP dynamic 2 kit - 1,000 tests Cisbio 62AM4PEB
LiCl Calbiochem 438002

Electroforesis e inmunotransferencia

Acrilamida/Bisacrilamida 30%, 29:1 BioRad 161-0156
Reactivo Bradford BioRad 500-0006
Membranas de nitrocelulosa 0.2uM poro, 7.0x8.5cm BioRad 162-0146
Patrones Precision Plus Protein All Blue (250-10 kDa) BioRad 161-0373
Patrones de BSA 2mg/ml Pierce 23209

Kit inhibicion proteasas 100X con EDTA 100X (0.5M) Thermo-Scientific 78410
RIPA (Pierce) Thermo-Scientific 89900
Odyssey Blocking Buffer Li-Cor 927-40000
2-mercaptoetanol BioRad 161-0710
Supersignal West Pico Sustrato Quimioluminiscencia Pierce 11786416
Persulfato de amonio BioRad 161-0700
TEMED BioRad 161-0800
Glicina Sigma G7126
Azul de bromofenol BioRad 161-0404

Genotipado

Wizard SV Genomic Purification System Promega A2361
dNTPs (PCR Nucleotide Mix 10mM) Promega C1141
Go Taqg G2 FlexiPol, 5u/ul, 500U Promega M780B
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0849: 5-CAGCCTGTTCTTCCCCTCTGTCTTG-3" Sigma -
1302: 5"-GTCCGAGACTCCCGCGTTACATAC-3’ Sigma -
NP6: 5-TGGCACCTTATGCCTTGCACGGTGCCTGCG-3’ Sigma -
NP8: 5'-GGTCGAGATGGCTTGCGGGACCCGTTGGGA-3’ Sigma -
AGN2: 5"-GCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAAT-3’ Sigma -
1774: 5'-GGGAGGCAGAGCATCATGAGAGACTG-3' Sigma -
1773: 5'-GCTTCACTTGGCGCT GCATATCTCAC-3' Sigma -
1808: 5'-CAACTGTGGCTGTGCACACTTGCCG-3' Sigma -
676: 5'-GAGCGCGCGCGGCGGAGTTGTTGAC-3' Sigma -
Patrones de 100kb Real Escala 2 Real Laboratory RBMM2
SYBR Safe 10000X Invitrogen S33102
Agarosa Sigma A9539

Imagen con vGlutl-pHluorina
Portaobjetos circulares d= 15 mm Thermo-Scientific 15mm#l
Portaobjetos circulares d=25 mm Thermo-Scientific 25mm#1
Inmunofluorescencia
Prolong Gold Antifade con/sin DAPI Invitrogen P36935/P36934
Paraformaldehido Sigma 158012-7
Tissue-Tek OCT Sakura 4583
Suero cabra (NGS) Jackson InmunoR 005-000-001
Suero burro (NDS) Jackson InmunoR 017-000-121
Portaobjetos rectangulares 76x26x1mm LineaLab -
Portaobjetos rectangulares polilisinados 75x25x1mm Thermo-Scientific J2800AMNZ
Heparina Sigma H3393
Liberacion glutamato
lonomicina Calbiochem 407942
Adenosina desaminasa (ADA) Roche 10102105001
BSA (abumina de suero bovino), libre de acidos grasos Sigma A6003
Glutamato (acido L-glutamico) Sigma G1626
EGTA Sigma E4378
Glutamato dehidrogenasa (GDH) Sigma G2626
NADP Sigma/Calbiochem 05050M/481972
Microscopia electrénica
Glutaraldehido 25% Grado | Sigma G5882
0OsO, Electron Microscopy Sci 19172
K3Fe(CN)eg Merk 1049840100
Kit SPURR embedding (Low Viscosity Medium) TAAB S024/D
Preparacion sinaptosomas

Percoll GE Healthcare 17-0891-02
EDTA Merk 1.08418.0250
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Tabla 3.2. Farmacos

FARMACO

ConoTx, w-Conotoxina-GVIA
AgaTx, w-Agatoxina-IVA
TTX, Tetrodotoxina

ZD7288

Isoproterenol, (-) hidrocloruro
Propanolol, (S)-(-)- hidrocloruro

L-AP4, Acido L-(+)-2-amino-4-fosfonobutirico
MPIP

8-pCPT, 8-pCPT-2-0"-Me-cAMP-AM
Sp-8CPT, Sp-8-pCPT-2-0"-Me-CAMP-AM,
Sp-8Br, Sp-8-Br-cAMPS

N6-Bnz-cAMP

Forscolina Coleus forskonhlii

IBMX, 3-isobutil-1-metilxantina

Brefeldina A, (+)-, Eupenicillium brefeldianum
ESI-05, 4- Metilfenil- 2, 4, 6- trimetilfenilsulfona

H-89

RHC80267

DAG quinasainh Il
Calfostina C
Bisindolilmaleimida |
u73122

U73343

PDBU, Forbol 12,13-dibutirato

PTX, Toxina pertusica Bordetella pertussis
Bafilomicina Al

Calmidazolium

CASA COMERCIAL

Blogueantes de canales iénicos

PeptaNova/Alomone  4161-V/C-300
PeptaNova/Alomone 4256-S/RTA-500
Alomone/Abcam T-500/120054
Tocris 1000

Agonistas y antagonistas receptores

REFERENCIA

EFECTO

Bloqueante canales calcio de tipo N
Blogueante canales calcio de tipo P/Q
Bloqueante canales sodio

Blogueante canales HCN

Sigma 16504 Agonista receptores B-adrenérgicos
Sigma P8688 Antagonista receptores B-adrenérgicos
Tocris/Abcam 0103 /ab120002 Agonista receptores mGlu del grupo 1l
Tocris 2963 Antagonista receptores mGlu7

Via de sefializacion cAMP

Biolog Co041
Biolog C052
Biolog B002
Biolog B009
Calbiochem 344270
Calbiochem 410957
Calbiochem 293729
Biolog M092
Calbiochem 371963

Via de sefalizacion diacilglicerol

Sigma R-2028
Calbiochem 266788
Calbiochem 208725
Calbiochem 203291
Calbiochem 662035
Calbiochem 662041
Sigma P1269
Otros

Calbiochem 516561
Abcam 120497
Calbiochem 208665
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Activador especifico Epac

Activador especifico Epac no hidrolizable
Anélogo cAMP no especifico de diana
Activador especifico PKA

Activador adenilato ciclasa

Inhibidor fosfodiesterasas de cCAMP
Inhibidor dominios GEF

Inhibidor especifico Epac2

Inhibidor PKA

Inhibidor diacilglicerol lipasa

Inhibidor diacilglicerol quinasa

Inhibidor dominios unién a diacilglicerol
Inhibidor dominio unién de ATP de PKC
Inhibidor fosfolipasa C

Anélogo inactivo del U73122

Anélogo de diacilglicerol

Inhibidor proteinas G de tipo Gi/o
Inhibidor bomba de protones vacuolar

Inhibidor calmodulina
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Tabla 3.3. Anticuerpos

ANTICUERPO
alA VDCC tipo P/Q Cabra (D-20)
alB VDCC tipo N Cabra (C-19)
Alexa Fluor de burro 594 anti-Conejo
Alexa Fluor de burro 488 anti-Conejo
Alexa Fluor de burro 488 anti-Raton
Alexa Fluor de burro 594 anti-Raton
B.-adrenoreceptor Cabra
B.-adrenoreceptor Conejo (V-19)
B-Tubulina Ratén
cAMP-d2
cAMP-criptato
Flag Conejo
Flag Ratén
GADG65 Conejo
Ig de cabra anti-Conejo Ig(H+L) HRP
Ig de cabra anti-Ratén Ig(H+L) HRP
IP,-d2
IP;-criptato
IRDye680RD Ig (H+L) de Cabra anti-Ratén
IRDye800CW Ig (H+L) de Cabra anti-Conejo
mCherry Cabra
mGlu7a Cobaya
mGlu7a Conejo
Munc13-1 Conejo
Munc13-1 Ratén
Rab3a Ratén
RIM1 Conejo
Sinaptofisina Conejo
Sinaptofisina Raton

True Blot anti-Conejo

CASA COMERCIAL
Santa Cruz
Santa Cruz
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Sigma
Santa Cruz
Sigma
Cisbio
Cisbio
Sigma/GenScript
Sigma/GenScript
Synaptic Systems
ThermoFisher
ThermoFisher
Cisbio
Cisbio
Li-Cor
Li-Cor

SicGen, Acris Ab

Cedido por R.Shigemoto

Upstate, Millipore
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems
Synaptic Systems

Rockland
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REFERENCIA
sc-16227
sc-32987
A-21207
A-21206
A-21202
A-21203
SAB2500034
sc-568
TO0198
62AM4PEB
62AM4PEB
F7425/A00170-40
F3165/A00187-100
198103
31460
31431
62P1APEB
62P1APEB
925-68070
926-32211

AB0040-20

07-239
126103
126111
107111
140003
101002
101011
03988-1688-31
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Tabla 3.4. Medios

COMPOSICION

Base+
Digestion tejido

Electroforesis

Estimulacién kit cAMP

Estimulacién kit 1Py

FBS

HBM

HBM - NH,CI
Hipo-osmotico
HMB - BSA

Intracelular pipeta
Laemmli

Lisis kit cAMP
Lisis kit 1Py
Milloning
Ovomucoide-BSA
Papaina

PBS 1X

Percoles
Reactivo Biuret
Resina SPURR

RIPA

Solucién inactivacion

papaina
Sustrato adherente

TAE 1X

Tail (digestion tejido)

TBS

Transferencia

NaCl 140mM, KCI 2.4mM, Hepes 10mM, D(+)-glucosa 10mM, CaCl, 4mM, MgCl, 4mM; pH
7.4; 320 mOsm.

Buffer lisis nacleos kit con EDTA 100mM, pH 8.0, RNAasa A 182ug/ml, Proteinasa K
1.46mg/ml.

Tris 25 mM, glicina 1.5% (p/v), SDS 0.1% (p/v); pH 8.3.
Tampon fosfato 50 mM, BSA 0.2 % (p/v), NaN; 0,02 % (p/v) ; pH 7,0..

HEPES 10 mM, CaCl, 1mM, MgCl, 0.5 mM, KCI 4.2 mM, NaCl 146 mM, D(+)-glucosa 5.5
mM, LiCl 50 mM; pH 7,4.

10% FBS inactivado por calor, 0.01% suero MITO, 0.2% penicilina/streptomicina en DMEM-
GlutaMax.

NaCl 140 mM, KCI 5 mM, NaHCO3; 5 mM, NaH,PO4 1.2 mM, MgCl, 1 mM, D(+)-glucosa 10
mM, HEPES 10 mM; pH 7.4.

NaCl 90 mM, KCI 5 mM, NaHCO3; 5 mM, NaH,PO4 1.2 mM, MgCl, 1 mM, D(+)-glucosa 10
mM, HEPES 10 mM,NH,CI 50mM ; pH 7.4.

Tris-HCI 8.3 mM; pH 7.0, inhibidor de proteasas 1X.
HMB con BSA libre de acidos grasos 16 uM.
KCI 136mM, Hepes 17.8mM, EGTA 1mM, ATP/GTP; pH 7.4; 320 mOsm.

SDS 2% (p/v), glicerol 10 % (v/v), Tris-HCI 62mM, B-mercaptoetanol 5%;azul de bromofenol
0.002% (p/v); pH 6,8

HEPES 50 mM; KF 1 M, Triton X-100 1.25 % (v/v); pH 7,0.

HEPES 50 mM; KF0.8 M, BSA 0.2% (p/v), Triton X-100 1 % (v/v); pH 7,0.

NaH,PO4 2.26% , NaOH 2.25 % (p/v), pH 7.3.

Ovomucide-BSA 1mg/ml, 64U/ml DNAasa, 2.4mM CaCl,/MgCl, en EBSS.

12U/ml papaina, 72 U/ml DNAasa, 2.4mM CaCl,/MgCl, en EBSS.

PO,* 0.1M, 137mM NaCl, 2.7mM NaCl ; pH 7.4).

3,10y 23% en sacarosa 0,32 M, EDTA1 mMy DTT 0,25 mM, pH 7,4.

CuSO0, 1,6 % (p/v), KNaC4H4Os (tartrato de sodio y potasio) 6,0 % (p/v), NaOH 3,0 % (p/v).
ERLD 4221D 10g, DER 736 6g, NSA 269, DMAE (S1) 0.4ml.

Triton X-100 1%, desoxicolato s6dico 0.5% , SDS 0.2 % , NaCl 100 mM, EDTA 1mM, Tris-HCI
50 mM, inh. proteasas 1X; pH 7,4.

2.5mg/ml albumina, 2.5mg/ml inactivador de papaina, 10% FBS inactivado por calor en
DMEM.

Acido acético 10mM, colageno 0.2mg/ ml, poli-D-lisina 0.1mg/ml.

Tris 40mM, 20mM acetato, 1mM EDTA, pH 8.3.

SDS 0.1% (p/v), NaCl 200mM, Tris 20mM, EDTA 2.5, proteinasa K 1mg/ml, pH 8.
Tris-HCI 50 mM, NaCl 0.9 % (p/v), pH 7.4..

Tris 25 mM, glicina 1.5% (p/v), metanol 20%; pH 8.3.

97



MATERIALES Y METODOS

Tabla 3.5. Equipos y aparatos

Co-inmunoprecipitacion

Agitador orbital tipo noria (12rpm)
Cultivo celular
Amaxa Nucleofector Il
Centrifuga refrigerada CR4.12
Fuente de luz fria Highlight 3100
Lupa binocular SZ40
Microscopio 6ptico B-180
Cabina de flujo laminar vertical PV-30/70
Incubador HERAcell 150i
Agitador orbital WY-100
Bafio de agua Precisterm
Céamara de Neubauer
Determinacion segundos mensajeros
Lector de placas FLUOStar Omega
Electrofisiologia
Microscopio invertido Axiovert135
Puller P-97
Amplificador EPC9
Interfaz TIB14S
Sistema de perfusion rapido SF-77B
Electroforesis e inmunotranferencia
Mini-Protean Tetra Cell
Odyssey
Sistema de imagen LAS-3000
Agitador Gyrotwister
Genotipado
Sistema electroforesis geles agarosa Hoefer miniVe
Termociclador Mastercycler personal
Fuente alimentacion EPS 601
Ear tags (chapas numeradas de oreja)
Chips intradérmicos ID-100/162, Lector pocket LD560, Inyector IM-200
Fluor S Multimager
Imagen con vGlutl-pHuorina

Plataforma PH5 termostatizada con anillo CR15 para camara de perfusion RC20
Adaptador de pletina SA-NIK para camara de perfusion RC20/RC21BRFS
Sistema de perfusion de valvulas para 6 canales VC6
Termostato para sistema de perfusion TC-344B
Cémara de perfusién RC20 para cubreobjetos de 15mm
Unidad de aislamiento ISU
Estimulador eléctrico CS-20
Objetivo inmersién Nikon CFI plan Apo VC 60x (apertura numérica de 1.4)
Microscépio Nikon Eclipse TE-2000S con camara CCD iXonEM+DU885

Estufa Prebatem
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CASA COMERCIAL

JP Selecta

Amaxa Biosystems
Jouan

Olympus

Olympus

Optika

Telstar

Thermo Fisher Scientific
Comecta

JP Selecta

Brand

BMG LabTech

Zeiss
Sutter Instrument
HEKA
HEKA

Warner Instruments

Bio-Rad
Li-Cor Biosciences
Fujifilm Life Science

Labnet

Pharmacia Biotech
Eppendorf

Amersham Pharmacia
Harvard Apparatus
Trovan

BioRad

Warner Instruments
Warner Instruments
Warner Instruments
Warner Instruments
Warner Instruments
Cibertec

Cibertec

Nikon

Nikon/Andor

JP Selecta
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Camara de perfusion RC-21BRFS con electrodos para cubreobjetos de 25mm Warner Instruments
Plataforma PM2 termostatizada para camara de perfusiéon RC-21BRFS Warner Instruments
Monocromador con lampara de xenon Monokromator 1 Kinetic Imaging

Inmunofluorescencia

Microscépio Nikon Diaphot TE2000 con camara CCD Hamamatsu C4880 Nikon/Hamamatsu Photonics
Lampara de mercurio de alta presion HB-10101AF Nikon
Objetivo de inmersion Nikon 100X Nikon
Criostato CM1850 Leica
Microscopio confocal SP-2 AOBS con una camara DFC 350 FX Leica
Microscopio confocal Olympus FV 1200 Leica

Liberacion de glutamato

Fluorimetros LS-50B y LS-55 Perkin-Elmer
Bafio termostatizado Digiterm 100 JP Selecta
Cubetas ST-9012 Starna

Microscopia electrénica
Microscopio electrénico de transmision JEM 1010 JEOL
Ultramicrotomo ultracut E Leica

Preparacion sinaptosomas

Centrifuga preparativa RC-5B y RC-5C Sorvall
Rotor SS-34 Sorvall
Rotor SM-24 Sorvall
Bomba peristaltica PumpDrive 5201 Heidolph
Homogeneizador Potter S B. Braun
Bomba de succiéon A-3S Eyela

Translocacién de Munc13

Ultracentrifuga L8-70M Beckman
Rotor tipo 50.4 Beckman
Varios
Microfuga Biofuge pico (r=8.5cm) Heraeus
Espectrofotometro Pharmacia Ultrospec llI Pegasus Scientific Inc.
Agitador magnético Agimatic-E JP Selecta
Autoclave Autester ST Dry PV I JP Selecta
pHmetro Basic20 con electrodo 5201 Crison
Equipos de agua destilada Elix y ultrapura Milli-Q A10 Millipore
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2. METODOS

2.1. PREPARACION DE SINAPTOSOMAS.

Los sinaptosomas son botones presindpticos que resellan su membrana
plasmética espontaneamente en el proceso de homogeneizacion del tejido cerebral,
pudiendo ser purificados mediante gradientes de densidad (Dunkley et al., 1986). Al
microscopio electrénico, los sinaptosomas son saculos citoplasmicos esferoidales, de un
didmetro aproximado de 0,5-1,5um, que contienen una o0 mas mitocondrias y gran cantidad
de vesiculas sinapticas (Fig. 3.1.B). Por lo tanto, los sinaptosomas permiten el estudio de
fenbmenos presinapticos minimizando las interferencias postsingpticas. Ademas, la
magquinaria proteica de transduccion de sefiales aislada en los sinaptosomas se
corresponde con la presente en los términales presinapticos nativos del tejido cerebral. En
base a estas caracteristicas, este modelo permite estudiar las vias de transduccién de
sefiales mediadas por los receptores presinapticos.

Los sinaptosomas pueden operar de forma auténoma, salvo en lo que se refiere al
recambio de proteinas y componentes de la membrana. Esta autonomia funcional engloba
aspectos energéticos, ya que contienen mitocondrias funcionales que permiten realizar la
glucolisis aerdbica durante varias horas (Kauppinen y Nicholls, 1986), asi como procesos
presingpticos de neurotransmision, pudiendo realizar la captacion, sintesis,

almacenamiento y exocitosis de neurotransmisores (Nicholls, 1989).

Los sinaptosomas se purificaron en gradientes discontinuos de Percoll de acuerdo
con la técnica descrita por Dunkley et al., 1986; y Wang et al., 1989. Todas las
centrifugaciones y los medios empleados se mantuvieron a 4°C, y los extractos biologicos
que contenian los sinaptosomas fueron preservados en hielo en todas las etapas del
proceso. Los ratones adultos (2-5 meses) fueron sacrificados por dislocacion cervical y
posterior decapitacion. El cerebro fue extraido y lavado en sacarosa 0,32 M, pH 7.4, para,
a continuacion, realizar la diseccibn de las cortezas cerebrales. Las cortezas
diseccionadas se mantuvieron en sacarosa 0,32 M, pH 7.4, hasta completar la diseccion
de todas las cortezas de los animales empleados para la preparacién (de 3 a 5 ratones). A
continuacién, se homogenizaron todas las cortezas extraidas, realizando 7 pases
completos a 700 rpm empleando un homogenizador modelo Potter con vastago de tefléon.
El homogeneizado resultante se centrifugé (2000g, 2min), recogiéndose el sobrenadante
(Sla) y descartandose el precipitado (Pla) que contenia ndcleos y restos celulares
(Dunkley et al., 2008). El precipitado se resuspendio de nuevo en sacarosa 0,32 M, pH 7,4,

volviéndose a centrifugar (2000g, 2 min) para obtener de nuevo el sobrenadante (S1b) y
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Figura 3.1. Preparacion de sinaptosomas. (A) Esquema del proceso de preparacion y purificaciéon de los

sinaptosomas. (B) Imagenes de microscopia electrénica de transmisién de sinaptosomas purificados siguiendo el
protocolo descrito.
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descartando el precipitado (P1b). A continuacion, ambos sobrenadantes S1 se
centrifugaron (9500g, 12min). Los precipitados resultantes (P2) fueron resuspendidos
conjuntamente en sacarosa 0,32 M, pH 7,4 (aproximadamente 1-1.5 ml por cada par de
cortezas cerebrales), descartandose los sobrenadantes (S2) que contenian vesiculas de
pequefio tamafio, material soluble y reticulo endoplasmatico (Dunkley et al., 2008). Esta
suspension fue depositada sobre gradientes discontinuos de concentraciones crecientes
de Percoll de 3, 10 y 23% (en sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM y DTT 0,25 mM, pH 7,4;
aproximadamente 3ml de cada concentracion de Percoll), formados empleando una
bomba peristaltica. Se utilizd6 aproximadamente un gradiente por cada 2ml de suspension
de sinaptosomas. Los gradientes se centrifugaron (25000g, 10min), recogiéndose a
continuacioén los sinaptosomas purificados de la interfase formada entre las bandas de
Percoll al 10 y al 23 %, y descartdndose las suspensiones correspondientes a mielina,
membranas plasmaticas, vesiculas membranosas y mitocondrias extrasinaptosomales
(Dunkley et al.,, 2008). Los sinaptosomas purificados se diluyeron en HBM hasta un
volumen final de 50ml, centrifugandolos (22000g, 10min) a continuacion. El sobrenadante
(S3) se descartd y el precipitado (P3) resultante se resuspendié6 en HBM (0.5-1ml). La
concentracion de proteinas de esta suspension se determind por el método de Biuret,
empleando un estandar interno de BSA (0.4mg/ml). Las alicuotas correspondientes a 0.75-
2mg de proteina se diluyeron con 2ml de HBM adicionales y se centrifugaron (10000g,
10min). El sobrenadante se decantd y los sinaptosomas obtenidos fueron mantenidos a
4°C hasta su uso posterior por un maximo de 4 horas. En ningun caso los sinaptosomas
empleados para estudios funcionales fueron congelados ni almacenados. El protocolo de

la preparacion de sinaptosomas se muestra esquematizado en la Fig. 3.1.A.

2.2.LIBERACION DE GLUTAMATO

Los sinaptosomas poseen toda la maquinaria proteica necesaria para acoplar la
despolarizacién de la membrana plasmatica a la entrada de Ca®" y a la subsiguiente
liberacion de neurotransmisores. Sin embargo, obviamente, los sinaptosomas no pueden
recibir potenciales de accion a través del ax6n como lo terminales presinapticos de las
neuronas, ni pueden ser estimulados por técnicas de electrofisiologia debido a su pequefio
tamafo. A pesar de ello, es posible recurrir a procedimientos quimicos para inducir su
despolarizacion.

Los sinaptosomas se despolarizan en respuesta al incremento de la concentracion
extracelular de K* (Scott y Nicholls, 1980), con la consiguiente apertura de los VDCC vy la
induccién de la liberacidon de neurotransmisores (Tibbs et al., 1989). La despolarizacién
con altas concentraciones de K (30mM) sélo permite estudiar modulaciones de la

liberacion mediadas por los VDCC, pero no por los canales de Na* y K* dependientes de
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voltaje, mientras que, en el caso de la despolarizacion por bajas concentraciones de K* (5-
10mM), todos estos canales participan en la liberacion de neurotransmisor. La
despolarizacién prolongada con K* también induce la liberacion de neurotransmisor
independiente de Ca?" y de ATP, debida a la reversiéon de los transportadores de
glutamato acoplados al gradiente electroquimico de Na’, de caracter electrogénico
(Nicholls et al., 1987; Sdnchez-Prieto et al., 1987). Por lo tanto, es necesario distinguir esta
liberacion Ca?* independiente, que ocurre igualmente en ausencia de Ca®', frente a la
exocitosis vesicular inducida por despolarizacién dependiente de Ca?*.

El iondéforo de calcio ionomicina también puede inducir la liberacion de
neurotransmisor. La ionomicina se inserta en la membrana plasmatica formando poros,
por los que el Ca*" extracelular alcanza la maquinaria exocitética, provocando asi una
liberacion independiente de la actividad de los VDCC vy, por lo tanto, de sus mecanismos
de modulacion (McMahon y Nicholls, 1991).

El glutamato liberado por los sinaptosomas se determind segun la técnica descrita
por Nicholls et al., 1987, haciendo uso de la reaccién catalizada por el enzima glutamato
deshidrogenasa (GDH) en presencia de NADP™:

Glutamato + NADP* <-> a-cetoglutarato + NH; + NADPH

De esta manera, se puede monitorizar el incremento de fluorescencia
correspondiente a la generacion de NADPH, de acuerdo a su excitacion a 340 y
correspondiente emisiéon a 460nm nm, y por medio de la adicién de un estandar interno de

glutamato, cuantificar la liberacion de glutamato de los sinaptosomas (Fig.3.2.B).

Los sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral (apartado 2.1) de ratones
adultos (0.75mg) se resuspendieron en HBM-BSA, 37°C (0.67 mg/ml). Los sinaptosomas
se mantuvieron en agitacion a 37°C durante una hora y se trataron con adenosina
desaminasa (ADA, 1.7 U/mg, 30minutos), para eliminar la adenosina, convirtiéndola en
inosina. La adenosina, procedente del metabolismo del ATP de las neuronas y de las
células de glia, se genera en el medio extracelular en los procesos de obtencién y
manipulacion de sinaptosomas. Se ha demostrado que la activacion de receptores Al por
adenosina inhibe la liberacion de neurotransmisores (Ladera et al., 2007). Por lo tanto, el
tratamiento de los sinaptosomas con ADA asegura la ausencia de una inhibicién ténica por
accion de la adenosina presente en el medio extracelular. Ademas, durante la incubacion
se trataron los sinaptosomas con distintos farmacos, de acuerdo a los experimentos
correspondientes (Figura 3.2.A). Después de la hora de incubacion, los sinaptosomas se
lavaron (16000g, 30s), retirando los farmacos del medio. A continuacion, se
resuspendieron en HBM-BSA, 37°C (0.67 mg/ml), trasvasando 0.67mg a una cubeta de
plastico (1xlcm de base) con agitador magnético, que contenia NADP® 1mM y CaCl,

1.33mM. Para determinar la liberacién de glutamato Ca** independiente inducida por la
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Figura 3.2. Liberacién de glutamato. (A) Esquema de los distintos tratamientos farmacolégicos empleados sobre
los sinaptosomas antes y durante el registro de fluorescencia. (B) Ejemplo de registro de fluorescencia. La
liberacién de glutamato se induce por medio de la aplicacion de KCI o ionomicina, que dan lugar a la entrada de
ca® en los sinaptosomas, disparando la exocitosis vesicular. Finalmente, es afiadido un estandar interno para
cuantificar el glutamato liberado por los sinaptosomas.

despolarizaciéon con K*, se sustituy6 el CaCl, 1.33mM por una mezcla 1:2 de CaCl,/EGTA
(1.9mM/7.5mM), que da lugar a una concentracién final de Ca®* de 200nm. La cubeta con
esta suspension fue transferida a un fluorimero Pelkin-Elmer LS50B o LS55 con un
sistema de agitacién y termostatizacion a 37°C, siendo adicionadas 50U de la enzima
GDH. La suspension se incub6 en agitacion durante 2 min para eliminar el glutamato
extrasinaptosomal y el presente en la solucion de la enzima. Ademas se incub6 con
tetrodotoxina, TTx, (1uM, 2min previo al registro) en los experimentos para determinar la
liberacion espontanea. A continuacion, se realizd el registro de fluorescencia a 37°C
durante 560 o 860s empleando el programa FL WinLab en modo Time Drive, con la
siguiente configuracion parametros: excitacion 340+3nm (filtro de emision 390nm), emision

460+8.5nm, intervalo de obtencion de datos 0.8s, ancho de respuesta 4.8s. Ademas, se
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realiz6 la adicién de distintos farmacos de acuerdo al experimento correspondiente (Fig.
3.2.A). A los 100s de registro se indujo la entrada de Ca** y la subsiguiente liberacién de
neurotransmisores por medio de: la adicion de KCI (5mM), que dio lugar a la
despolarizacion y apertura de los VDCC, o la adicién del iono6foro ionomicina (0.5-1uM),
que promovié la entrada de Ca®" de manera independiente de los VDCC. Por otra parte,
en el caso del estudio de la liberacién espontdnea de glutamato, no se afiadid ningun
farmaco que facilitase la entrada de Ca?*. Finalmente, se adicioné un estandar interno de
glutamato (2nmol), 160s antes del final del registro.

Empleando este estdndar interno, se calcul6 la liberacién de glutamato de los
sinaptosomas (nmol/mg) correspondiente al incremento de fluorescencia durante 300 o
600s de registro (Figura 3.2.B), empleando para ello el programa Grafical. En el caso de la
liberacién inducida por KCI, se calculé la liberacién dependiente de Ca?* como la diferencia
entre la liberacién de glutamato en presencia de CaCl, 1.33mM vy la liberacién en
presencia de EGTA (CaCl, 200nm). La liberacién dependiente de Ca*" inducida por los
diferentes farmacos fue normalizada frente a la liberacién dependiente de Ca** inducida
por KCI en ausencia de tratamiento. Por otra parte, en los experimentos en los que se
promovié la exocitosis empleando ionomicina, se rest6 a todos los ensayos
correspondientes la liberacion basal en ausencia de ionomicina. La liberacién inducida por
los diferentes farmacos fue normalizada respecto a la liberacion inducida por ionomicina
en ausencia de tratamiento. Por Ultimo, en los experimentos de liberacion espontanea, las
liberaciones obtenidas por los diferentes tratamientos farmacolégicos fueron normalizadas
respecto a la liberacién basal en ausencia de farmacos. La representacion grafica de los
registros y el tratamiento estadistico de los datos se llevé a cabo empleando el programa
Origin 8.0. El esquema del desarrollo de estos ensayos con los farmacos empleados se

muestra en la Fig. 3.2.

2.3.DETERMINACION DE SEGUNDOS MENSAJEROS

2.3.1. Determinaciéon de los niveles intracelulares de IP; como indicador de la
actividad de PLC

La fosfolipasa C, PLC, produce la hidrélisis de PIP,, generando DAG e IPs. El IP;
es defosforilado por la acciéon secuencial de fosfatasas, algunas de las cuales son
sensibles a altas concentraciones de Li*. Asi, este ion inhibe la enzima responsable de la
defosforilacion de 1P, para dar lugar a IPy) € IPy4), pero no inhibe la generacion de IPy.
Asi mismo, el Li* inhibe la degradacion de todas las formas de IP;. De esta manera, la

accion de este cation promueve la acumulacion de IPy). Por tanto, en estas condiciones,
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la cuantificacion de la acumulacion de P41, permite estudiar la modulacion de la actividad
de la PLC y la formacion de DAG e IP; (Trinquet et al., 2006).

Para ello, se emple6 el Kit comercial IP-One HTRF (fluorescencia de alta
resolucion temporal) assay kit, basado en la tecnologia de FRET (transferencia de energia
de resonancia). Este método se basa en la transferencia de energia entre un croméforo
donador, un anticuerpo anti-IP; conjugado con el fluoroforo criptato de europio, y un
cromoforo aceptor, un analogo de IP; conjugado con el fluor6foro d2. Esta transferencia de
energia es inversamente proporcional a la distancia entre donador y aceptor. De esta
manera, la excitacién a 337nm del donador produce su emisién a 620nm. Esta emision
coincide con la ventana de excitacion del aceptor, que a su vez emite a 665nm. En este
sistema, el anticuerpo anti-IP;-donador se une al analogo de IP;-aceptor, y la proximidad
de los fluorodforos permite el proceso de FRET, y por tanto la emisién del aceptor a 665nm.
Sin embargo, la aparicibn de IP; enddgeno, acumulado en sistemas bioldgicos en
presencia de Li*, desplaza la union del analogo de IP;-aceptor con el anticuerpo anti-IP;-
donador, en favor del IP; endbgeno. Este proceso provoca el distanciamiento de los
fluoréforos, la pérdida del fenémeno de FRET vy, por tanto, de la emisién a 665nm. De esta
manera, mayores niveles de acumulacion fisiolégica de IP; provocan una mayor
disminucion en la emision a 665nm. Mediante el empleo de una serie de concentraciones
conocidas de IP,, es posible cuantificar el IP; acumulado en sistemas bioldgicos, y por
tanto, la actividad de PLC asociada a la generacién de DAG e IP;. El fundamento de este

ensayo se muestra esquematizado en la Fig 3.3.

Los sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral (apartado 2.1) de ratones
adultos (1mg) fueron resuspendidos en HBM-BSA (0.91 mg/ml), se agitaron a 37°C
durante una hora y se trataron con LiCl (50mM) durante 35 minutos. Los sinaptosomas se
sometieron a los correspondientes tratamientos farmacolégicos: isoproterenol (100uM,
10min), 8-pCPT (50uM, 10min), U73122 (2uM, 30min). En el caso de los estudios de
activacion conjunta con L-AP4 e isoprotrerenol/8-pCPT, los sinaptosomas se trataron con
L-AP4 (1ImM) durante 10 minutos, lavandose (16000g, 1min) a continuacion para retirar el
agonista del medio. Seguidamente, se resuspendieron en HBM-BSA (0.91 mg/ml) para
llevar a cabo el tratamiento con isoproterenol (100uM) u 8-pCPT (50uM) durante otros 10
minutos. Al acabar los tratamientos, los sinaptosomas se lavaron (16000g, 1min) y se
mantuvieron a 4°C.

Los sinaptosomas se lavaron (16000g, 1min) y se resuspendieron (14,28 mg/ml) en
70 pl de tampoén de estimulacién proporcionado por el kit, que contiene LiCl 50mM. A
continuacién esta suspension se transfiri6 a una placa de 96 pocillos. Ademas, se
afiadieron a la placa en otros pocillos 70 ul de distintas concentraciones conocidas de 1Py,

preparadas de manera seriada para realizar la recta patrén. Por ultimo, se afiadieron a
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otros dos pocillos 70 ul de tampdn de estimulacion para determinar el blanco y el maximo
de la sefial. A todos los pocillos se afadieron 15 pl del analogo de IP1-d2 resuspendido en
el tampén de lisis proporcionado por el Kit. Seguidamente, se afadieron 15ul del
anticuerpo anti IP1-criptato resuspendido en el tampdn de lisis a todos los pocillos menos
al correspondiente al blanco. Estas suspensiones se incubaron en oscuridad durante 1h a
temperatura ambiente. Acabada esta incubacion, se cuantifico la emision de fluorescencia
de las distintas muestras a 620 (donador) y 665nm (aceptor) tras la excitaciéon a 337nm
(50us de intervalo), empleando un lector de placas FluoStar Omega. Con estos valores, se
calculd la medida ratiométrica del valor de FRET (Fig. 3.3, EC 3.1). A continuacion, se
calculd el incremento especifico de FRET (AF), teniendo en cuenta el valor obtenido del
blanco (Fig. 3.3, EC 3.2). Estos valores pueden ser ajustados matematicamente, teniendo
en cuenta el valor del maximo, a una relacion lineal entre la AF y la concentracion de IP;
(Fig. 3.3, EC 3.3). De esta manera, interpolando en la recta patron de concentraciones
conocidas, podemos calcular la concentracién de IP; de las muestras estudiadas,
expresandola en pmoles/mg. Los valores obtenidos se normalizaron respecto al control en

ausencia de tratamiento.

2.3.2. Determinacién de los niveles intracelulares de cAMP

El procedimiento de determinacion de los niveles de cAMP es similar al empleado
para la determinacién del IP;, salvo que en este caso se empleo el kit comercial cCAMP

Dynamic.

Los sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral (apartado 2.1) de ratones
adultos (1mg) se resuspendieron en HBM-BSA (0.91 mg/ml), se agitaron a 37°C durante
una hora, se trataron con el inhibidor de las PDEs de cAMP, IBMX (1mM), durante 30
minutos, y se sometieron a los correspondientes tratamientos farmacoldgicos: L-AP4
(1mM, 11min), isoproterenol (100uM, 10min), forscolina (15uM, 10min). En el caso de los
experimentos con PTx, los sinaptosomas se incubaron 2h con esta toxina (1.5mg/ml, 2h), y
con IBMX (1mM, 30min), asi como con L-AP4 (1mM, 11min) e isoproterenol (100uM,
10min). Para los experimentos con pretratamiento con L-AP4, los sinaptosomas se
incubaron con IBMX (1mM, 25min) y se trataton con L-AP4 (1mM, 10min). A continuacion
se lavaron (16000g, 1min), se resuspendieron en HBM-BSA (0.91 mg/ml), y se trataron
otra vez con IBMX (1mM, 10min) e isoproterenol (100uM, 10min). En todos los casos,
después de los correspondientes tratamientos farmacolégicos, los sinaptosomas se
lavaron (16000g, 1min) y se resuspendieron (20mg/ml) en 50ul de tampdn de estimulacion
proporcionado por el Kit suplementado con IMBX (1mM). El procedimiento seguido fue

analogo al de la determinacién IPy, salvo que se emplearon 25l de las diluciones en
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Figura 3.3. Determinacion de los niveles intracelulares de IP;. Esquema del protocolo y fundamento de la
determinacion de IP; en presencia de LiCl. La activacion de los GPCRs acoplados a la fosfolipasa C, PLC,
promueve la hidrélisis de PIP2 para generar DAG e IP;. El IP; se degrada hasta IP; en presencia de LiCl. El
sistema basado en la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) permite determinar el IP;
generado en los sinaptosomas, a partir del ajuste lineal a una recta patrén de acuerdo a las ecuaciones mostradas

(EC 1.1-1.3; pte, pendiente; 0.0, ordenada en el origen).
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tampodn de lisis del andlogo de cAMP-d2 y del anticuerpo anti cCAMP-criptato. La medida de
las fluorescencias del donador y aceptor se realizé6 empleando un lector de placas FluoStar
Omega, procediendo de la misma manera descrita para la determinaciéon de IP;, para
calcular la acumulacién de cAMP (pmol/mg). Los valores obtenidos fueron normalizados

respecto al control en ausencia de tratamiento.

2.4.TRANSLOCACION A MEMBRANA DE LA PROTEINA MUNC-13.

Las proteinas Muncl3, en respuesta a su union a DAG, se translocan a la
membrana plasmatica de la zona activa, para llevar a cabo su funcion en la preparacion de
las vesiculas sinapticas para la exocitosis (Augustin et al., 1999; Rhee et al., 2002). Por lo
tanto, la separacion de la fraccion soluble y de membrana de los sinaptosomas, permite
determinar, mediante inmunotransferencia, los niveles de proteina Muncl3 en su forma
soluble (inactiva) o translocada a membrana (activa), asi como conocer los efectos de los

diferentes tratamientos farmacoldgicos en la translocacién/activacion de la proteina.

Los sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral (apartado 2.1) de ratones
adultos (1mg) se resuspendieron en HBM-BSA (0.91 mg/ml), se mantuvieron en agitacion
a 37°C durante una hora y se sometieron a los correspondientes tratamientos: 8-pCPT
(50uM, 10min), U73122 y U73343 (2uM, 30min), isoproterenol (100uM, 10min), L-AP4
(ImM, 10min), IBMX (ImM, 30min). En los estudios de activacion conjunta con L-AP4 e
isoprotrerenol/8-pCPT, los sinaptosomas se trataron con L-AP4 (1mM) durante 10 minutos,
y se lavaron (16000g, 1min), para retirar el agonista del medio. Seguidamente, se
resuspendieron en HBM-BSA (0.91 mg/ml) y se trataron con isoproterenol (100uM) o 8-
pCPT (50uM) durante otros 10 minutos. A continuacién, los sinaptosomas se lavaron
(16000g, 1min) y se mantuvieron a 4°C. Las muestras de sinaptosomas fueron sometidas
a un choque hipo-osmatico, por parejas sometidas al mismo tratamiento (2mg), en Tris-HCI
8.3mM, pH 7 (3.33 mg/ml) suplementado con inhibidores de proteasas y EDTA, en
agitacion a 4°C durante 30min. Estas suspensiones se centrifugaron a 40000g durante 10
minutos y se recogié el sobrenadante, que corresponde a la fraccion soluble de los
sinaptosomas. Por otra parte, el sedimento obtenido se resuspendié en tampén RIPA
suplementado con inhibidores de proteasas y EDTA (1.33mg/ml, respecto a los 2mg
iniciales), obteniendo el extracto correspondiente a la fraccién particulada o de membrana.
A continuacién, se determind la concentracién de proteinas de ambas fracciones por el
meétodo de Bradford. El volumen correspondiente a 3ug de cada fraccién y tratamiento se

diluy6é en tampon de muestras de electroforesis PAGE-SDS con [3-mercaptoetanol al 5%.
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- Escaneo con Odyssey Imaging System

o—semme \unc13 soluble (inactiva) i Munc13 en membrana (activa)

Figura 3.4. Translocacion a membrana de la proteina Munc13. Esquema del protocolo y fundamento de la
técnica. La proteina Muncl13 se transloca a la membrana plasmatica de la zona activa como consecuencia de su
activacion por unién a DAG. Después de someter a los sinaptosomas a un choque hipo-osmético es posible
separar las fracciones soluble y de membrana, para, mediante inmunotransferencia, determinar la cantidad de
Munc13 que se localiza en membrana (activa) o soluble (inactiva).
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Las muestras se trataron a 90°C durante 10min y se realiz6 la electroforesis PAGE-SDS
(70V/160V, 2h; geles separadores al 7.5% acrilamida/bisacrilamida). A continuacién, se
realiz6 la transferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa (90mA, 12h, 4°C).
Las membranas se lavaron con PBS y bloquearon durante lhora empleando Odyssey
Blocking Buffer. Posteriormente, se incubaron con los anticuerpo primarios anti-Munc13-1
de conejo (1:1000) y anti-B-tubulina de ratén (1:4000) como control de carga, diluidos
ambos en Odyssey Blocking Buffer con Tween20 0.1%. Seguidamente, se realizaron
lavados seriados con PBS-Tween0.1% y las membranas se incubaron con los anticuerpos
secundarios IRDye800 anti-conejo y IRDye680 anti-raton (1:15000) diluidos en Odyssey
Blocking Buffer con Tween20 0.1% y SDS 0.01%. Después, se realizaron lavados seriados
con PBS-Tween20 0.1% y un lavado final con PBS. Las membranas fueron escaneadas
empleando el sistema de imagen infrarrojo Odyssey. Los valores de la intensidad integrada
de las bandas obtenidas en la inmunodeteccién fueron calculados con programa Odyssey
2.0. Los valores se normalizaron de acuerdo con la intensidad integrada de las bandas de
B-tubulina, de manera independiente para los valores de la fraccion soluble y particulada.
Los valores obtenidos fueron procesados empleando el programa Origin 8.0., y se
expresaron como porcentaje de la proteina Muncl3-1 en cada fraccion, respecto a la
proteina total (suma de las intensidades de las dos fracciones para cada condicidn).
Ademas, se expresaron estos valores como la relacion entre el porcentaje de la proteina
en la fraccion soluble y particulada. El protocolo del desarrollo de esta técnica se muestra

en el esquema de la Fig. 3.4.

2.5.CO-INMUNOPRECIPITACION.

La co-inmunoprecipitacion es una técnica que permite estudiar la interaccion entre
proteinas. Se basa en la formacion de un complejo proteina-anticuerpo especifico, y en su
separacion del resto de proteinas empleando una resina. Ademas de la proteina
reconocida por el anticuerpo, son capturadas otras proteinas que interaccionan o forman
complejos con la misma. El andlisis de los extractos inmunoprecipitados por
inmunotransferencia, permite detectar las posibles proteinas co-inmunoprecipitadas. El

fundamento de esta técnica se muestra esquematizado en la Fig. 3.5.

Los sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral de ratones adultos (apartado
2.1) se resuspendieron y homogeneizaron en tampoén RIPA suplementado con inhibidores
de proteasas y EDTA (2.66mg/ml). En los ensayos se emplearon 4mg por condicion de
inmunoprecipitacion. Sin embargo, en los ensayos de cuantificacion de cambios en los
niveles de co-inmunoprecipitacion por tratamientos farmacoldgicos, se resuspendié sélo

1mg de sinaptosomas en HBM-BSA (0.9 mg/ml), juntdndose cuatro tratamientos iguales
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(4mg) en etapas posteriores. En estos casos, los sinaptosomas se mantuvieron en
agitacion a 37°C durante una hora, y se sometieron a los siguientes tratamientos: 8-pCPT
(50uM, 10min), U73122 y U73343 (2uM, 30min), isoproterenol (100uM, 10min) y LAP4
(ImM, 10min). A continuacién, se lavaron (16000g, 1min), se resuspendieron (2.66mg/ml)
y se homogeneizaron en RIPA con inhibidores de proteasas. En algunos casos, después
del lavado, los precipitados de sinaptosomas se mantuvieron a -80°C hasta su
resuspension. Las suspensiones de los sinaptosomas en tampon RIPA se mantuvieron 30
min a 4°C, se centrifugaron (1h, 16000g) y se recogieron los sobrenadantes. Se juntaron
cuatro de estos sobrenandantes, correspondientes al mismo tratamiento farmacol6gico (4
mg por tratamiento). Se separaron volimenes correspondientes a 1.46mg (550uL) por
condicion de inmunoprecipitacién y 0.53mg (200uL) para los extractos control que no
fueron inmunoprecipitados (crudos). A los crudos se les afiadid6 1ml de acetona y se
mantuvieron a -20°C. A las muestras para inmunoprecipitacion se les afiadio 200uL de
RIPA con inhibidores de proteasas y EDTA (750uL de volumen total), y el volumen
correspondiente de los correspondientes anticuerpos usados para inmunoprecipitar (Tabla
3.6). Como control negativo se realizaron inmunoprecipitaciones con un anticuerpo que
reconoce un epitopo que no estd presente en ninguna proteina natural (anti-Flag),
empleando la misma cantidad de este anticuerpo que la usada para las
inmunoprecipitaciones. Estas soluciones se mantuvieron en rotacién continua con un
agitador tipo noria (12 rpm, 12 horas, 4°C). A las muestras inmunoprecipitadas se les
afadié 100uL de resina preequilibrada (50uL de resina pura) para retener los
inmunocomplejos formados. La resina fue preequilibrada lavandola (2200g, 1min) varias
veces con RIPA, diluyéndola finalmente (1:1) con RIPA con inhibidores de proteasas y
EDTA. Estas soluciones se mantuvieron en rotaciéon continua en un agitador tipo noria (12
rpm, 2 horas, 4°C). Se emplearon resinas de proteina A agarosa o del sistema TrueBlot,
dependiendo de que los anticuerpos para inmunoprecipitar y para la inmunodeteccion
hubiesen sido generados en distinta 0 en la misma especie, respectivamente. A
continuacion, se lavé (2200g, 1min) la resina con los inmunocomplejos retenidos de forma
seriada con RIPA, RIPA 0.1% en TBS y TBS. Después del dltimo lavado se afiadieron
25uL de tampon de muestras de electroforesis PAGE-SDS con DTT 50mM. Los crudos
mezclados con acetona se lavaron (1100g, 30min) y se resuspendieron en tampén de
muestras de electroforesis PAGE-SDS con DTT 50mM. Las muestras y los crudos se
calentaron a 90°C durante 10min y se recuperé el tampén de carga con los
inmunocomplejos liberados para realizar la electroforesis PAGE-SDS (70V/160V, 2h; la
concentracion de poliacrilamida de los geles separadores se detalla en Tabla 3.6.).
Seguidamente, se realizé la transferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa

(90mA, 12h, 4°C). Las membranas se lavaron con PBS y se bloquearon con leche

112



MATERIALES Y METODOS

Tratamiento farmacolégico

- HBM-BSA , 1h, 37°C + tratamientos

Solubilizacién complejo a &
0

- RIPA+ inh.proteasas+EDTA, 30min, 4°C
- 11000g,1h — Sobrenadante

Inmunoprecipitacion n IEI,
- Incubacion anticuerpo anti-A , 12h, 4°C, 12rpm o -
- Resina, 2h30min, 4°C, 12rpm E& ﬂ ﬂ -

Y
Purificacion inmunocomplejo » (4 8|
v
- 2200g,1min — Precipitado (resina) - 4\ %\\‘ - | “ ‘}\ -
- Tampon muestras PAGE-SDS+DTT 50mM L
-90°C, 5min / 4\%
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- Transferencia membrana nitrocelulosa / \ _L

- Bloqueo leche 5%, 1h, RT. 10 - 4 3 4|
- Incubacion anticuerpo anti-B, 1h, RT S— \ B

- Incubacién anticuerpo 2° conjugado y m_—f.'\,
(frente a anticuerpo B),1h, RT

- Revelado

Figura 3.5. Co-inmunoprecipitacion. Esquema del protocolo y fundamento de la técnica. La unién de anticuerpos
especificos a una proteina permite purificarla. Mediante inmunotransferencia es posible detectar en los extractos
purificados otras proteinas que formen complejos (proteinas co-inmunoprecipitada) con la proteina purificada,
permitiendo estudiar, por tanto, interacciones entre proteinas.

Anticuerpo mg/ml pg co-IP %gel acrilamida Dilucién inmunodeteccién
Anti-Flag 09  variable ' - -
Anti- Rab3a 1.0 4 12 1:1000
Anti-RIM1a 1.0 3.54 T 1:1000
Anti- B;-AR 0.2 3.5 10 1:200
Anti- mGlu7a 0.9 315 10 1:200
Anti- Munc13-1 1.0 4 7.5 1:1000

Tabla 3.6. Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de co-inmunoprecipitacion.
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desnatada 5% (en PBS-Tween0.1%) o con Odyssey Blocking Buffer durante lhora.
Posteriormente, se incubaron con el correspondiente anticuerpo primario diluido en leche
desnatada 5% (en PBS-Tween0.1%) o en Odyssey Blocking Buffer con Tween20 0.1%,
para detectar las proteinas co-inmunoprecipitadas (Tabla 3.6). A continuacién, se
realizaron lavados seriados con PBS-Tween0.1% y se incubaron las membranas con el
anticuerpo secundario. Cuando los anticuerpos para inmunoprecipitar y para la
inmunodeteccion fueran generados en especies distintas, se emplearon anticuerpos
secundarios conjugados con HRP, anti-lg de conejo o anti- Ig de ratén, diluido en leche
desnatada 5% (en PBS-Tween0.1%) o con anticuerpos secundarios IRDye800 anti-conejo
(1:15000) diluidos en Odyssey Blocking Buffer con Tween20 0.1% y SDS 0.01%. Cuando
los anticuerpos fueron generados de la misma especie, se usaron anticuerpos secundarios
anti-lg conejo del sistema TrueBlot, ya que estos anticuerpos se unen solo a los
anticuerpos primarios usados en la inmunodeteccion y no a los empleados en la
inmunoprecipitacion, que han sido desnaturalizados. A continuacion, se realizaron lavados
seriados con PBS-Tween0.1% y un lavado final con PBS. Las membranas se revelaron, de
acuerdo a los anticuerpos secundarios usados, empleando el sistema Odyssey o el
sustrato quimioluminiscente Supersignal West Pico y el equipo de imagen Fluor-S
Multilmager o LAS-3000. En la modulacién farmacolégica de la co-inmunoprecipitacion, se
calcularon los valores de la intensidad integrada de las bandas con los programas
Odyssey 2.0 o ImageJ. Los valores obtenidos para las diferentes coinmunoprecipitaciones
se expresaron en funcién de los valores obtenidos para las proteinas inmunoprecipitadas,
para evitar que la posible variaciéon de la cantidad de proteina inmunoprecipitada causada
por los tratamientos farmacoldgicos influyese en los niveles de coinmunoprecipitacion.
Finalmente, los datos se normalizaron frente al control en ausencia de tratamiento
farmacolégico. Para el procesamiento, y el tratamiento estadistico de los datos se utiliz6 el
programa Origin 8.0. El protocolo del desarrollo de esta técnica se muestra en el esquema
de la Fig. 3.5.

2.6. CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS

2.6.1. Cultivo celular y transfeccién de neuronas corticales

El cultivo primario de neuronas corticales se realiz6 empleando el kit comercial
Papain Dissociation System basado en el método descrito por Huettner y Baughman, 1986
(Fig. 3.6). Los ratones recién nacidos (primer dia postnatal, P1) se desinfectaron con
etanol 70% y se sacrificaron por decapitacion. Los ratones carentes de la proteina RIM1a y

mutantes para el dominio de uniéon a DAG de Munc13-1 fueron genotipados previamente,
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tal como se detalla en el apartado 2.11., realizando cultivos de los ratones que
presentaban el mismo genotipo. Los cerebros completos fueron extraidos y las cortezas
cerebrales se diseccionaron empleando una lupa binocular, manteniendo el tejido en
EBSS frio. Se obtuvieron un maximo de 4-5 pares de cortezas, realizando varias series
para un cultivo de mayor nimero de animales. A continuacion, se triturd6 exhaustivamente
el tejido en aproximadamente 2ml de una solucién de EBSS con 12 U/ml de papaina,
72U/ml de DNAasa y 2.4mM CaCl,/MgCl, atemperada a 37°C. Las cortezas trituradas
fueron trasvasadas a un volumen mayor (8.32ml de volumen total) de la misma solucion
de papaina, realizando la digestién enzimatica del tejido durante 45-60min en un agitador
orbital (250 rpm) a 37°C. Pasado ese tiempo, la solucidon de digestion se resuspendié
suavemente y se centrifugé (110g, 5min, a temperatira ambiente). El sobrenadante se
retird y el sedimento, en el que se encuentran las células disociadas, se resuspendié en
6,215ml de EBSS con 1mg/ml ovomucoide-BSA, 64U/ml de DNAasa y 2.4mM
CaCly/MgCl, para inactivar la papaina. Esta solucién se deposité sobre un gradiente
discontinuo de EBBS con 10mg/ml de ovomucoide-BSA (3ml de ovomucoide/3ml de
solucion de células). La suspensién se centrifugd (133g, 5min), descartandose el
sobrenadante, que contenia restos de membranas celulares en la interfase del gradiente,
mientras que el sedimento se resuspendié en 1.5-2ml de medio neurobasal, NB con el
suplemento B27, antibi6tico/antimicético y glutamax como fuente de glutamina. Cuando se
hicieron varias series en el cultivo, las células obtenidas fueron mezcladas. A continuacion,
se procedi6 al contaje de las células obtenidas con una camara de Neubauer y azul tripan.

Transfeccion. Las neuronas obtenidas se transfectaron con plasmidos que
codifican distintas proteinas con el sistema de electroporacién Amaxa Nucleofector |l
empleando sus correspondientes soluciones y material de transfeccién. Para cada
transfeccion, el volumen equivalente a 10x10° células se incubé durante 10min a 37°C (5%
CO,). Seguidamente, las células se centrifugaron (380g, 2min, T2 ambiente),
descartandose el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado en 100uL de la solucion
Neuron Nucleofector. A esta solucién se le afiadid el volumen equivalente a 2ug de cada
plasmido. Esta mezcla de transfeccion se incubd 10min a temperatura ambiente, y a
continuacién se trasvaso a una cubeta de electroporacion para realizar la transfeccidon con
el sistema Amaxa Nucleofector Il (programa O-003). Inmediatamente después, se
afadieron a la cubeta 500uL de NB y se incubd la solucion 10min a 37°C (5% COy,).
Previamente, se afiadié 1.5 ml de NB a 37°C a las placas de 6 pocillos (9.6cm?) con tres
cubreobjetos de 15mm o uno de 25mm, tratados con poli-L-lisina, en cada pocillo.
Seguidamente, las células se sembraron sobre estos cubreobjetos, empleando las células
de una transfeccién para sembrar 8 pocillos (1.25 .10° células/pocillo). Transcurridas 2
horas de la siembra de las células transfectadas, se afiadié 1ml adicional de medio NB a

cada pocillo para obtener un volumen final de aproximadamente 3ml de NB por pocillo. Las
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Figura 3.6. Cultivo primario y transfeccién de neuronas corticales. Esquema del protocolo del cultivo primario
de neuronas corticales. Las cortezas de ratones P1 diseccionadas se digirieron con papaina. Las neuronas
purificadas son transfectadas por electroporacion con los correspondientes plasmidos antes de su siembra sobre

cubre objetos circulares tratados con poli-lisisna.

116



MATERIALES Y METODOS

células se mantuvieron en cultivo 14- 20dias in vitro (DIV) a 37°C (5% CO,), cambiando
1.5ml del medio NB cada 3-4 dias. El proceso de cultivo celular y transfeccion se muestra

esquematizado en la Fig. 3.6.
2.6.2. Cultivos autapticos hipocampales.

Los cultivos autapticos (Bekkers y Stevens, 1991) son cultivos de una Unica
neurona aislada sobre una isla de astrocitos. Para ello, los astrocitos crecen sobre un
sustrato limitado a regiones de 200x200 pm?, dando lugar a estas islas de astrocitos. A
continuacién, se realiza un co-cultivo de neuronas hipocampales sembradas a baja
densidad, que crecen sobre estas islas de astrocitos. En estas condiciones, en algunas
islas de astrocitos, se pueden obtener una Unica neurona aislada. Estas neuronas aisladas
forman un gran nimero de sinapsis con ella misma, por lo que son denominadas autapsis.
Esta técnica permite realizar estudios de electrofisiologia estimulando y registrando las
respuestas en la misma neurona (Bekkers y Stevens, 1991; Pyott y Rosenmund, 2002).
Este modelo ha sido ampliamente utilizado para el estudio de mecanismos de
neurotransmision, como por ejemplo el estudio de la funcidén de proteinas presinapticas de

la maquinaria exocitética (Rhee et al., 2002; Jockush et al., 2007)

El protocolo empleado para realizar los cultivos autpticos figura detallado en
Burgalossi et al., 2012. Este cultivo consta de tres pasos: la preparacion de las
microrregiones con el sustrato para el crecimiento de los astrocitos, el cultivo de microislas
de astrocitos de corteza cerebral y el co-cultivo de neuronas hipocampales sobre estos
astrocitos.

Preparacién de las microrregiones. Los cubreobjetos de 32mm de didmetro se
trataron durante 12h con HCI 1M, en agitacion. A continuacién, se lavaron mediante tres
inmersiones en agua destilada y dos inmersiones en etanol 70%. Después del lavado, los
cubreobjetos se almacenaron en etanol 100% a temperatura ambiente hasta una semana.
Los cubreobjetos se flamearon brevemente para eliminar el etanol y se transferieron a
placas multipocillo de 6 pocillos. Seguidamente a cada pocillo se adicioné 2ml de agarosa
0.15% (dejada enfriar hasta los 40-50°C) para cubrir los cubreobjetos. A los 30 segundos,
se retird el exceso de agarosa por aspiracion, con el fin de formar una fina pelicula de la
misma. A continuacion, las placas se esterilizaron por tratamiento con luz ultravioleta 1h,
se dejaron secar 1 dia en condiciones de esterilidad. Estas placas cerradas se
almacenaron a temperatura ambiente hasta 1-4 semanas. El siguiente paso consistié en el
estampado de las microrregiones de 200x200 pm? con sustrato adherente polilisina-
colageno, constituido por acido acético 10mM, 0.2mg/ ml colageno, 0.1mg/ml poli-D-lisina,

en los cubreobjetos cubiertos por agarosa. Para ello, se empleé un sello de 30mm de
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didmetro con micro protuberancias de 200x200 pym? separadas entre si 200 ym, segun se
muestra en la Fig. 3.7. Entre cada aplicacion el sello se mojé en una placa de 6cm de
didmetro con dos hojas de papel de filtro empapadas con el sustrato adherente
(aproximadamente 1.5ml del sustrato al inicio, adiciondndose aproximadamente 150uL
cada 3 aplicaciones). En el estampado se evité la formacion de gotas, ya que dan lugar a
microrregiones irregulares y de gran tamafo, asi como el secado excesivo del sello, ya
que una cantidad insuficiente de sustrato provoca una mala adhesién de los astrocitos. Las
placas estampadas se expusieron a luz ultravioleta 30min y se almacenaron a temperatura
ambiente. Antes de su uso se esterilizaron durante 60min con luz UV.

Cultivo de microislas de astrocitos. Se sacrificé un ratén C57BL/6N (1ratén/15
placas) recién nacido (P1), se extrajo el cerebro y se diseccionaron las cortezas cerebrales
en HBSS-Ca/Mg sobre hielo, con un esterereomicroscopio Stemi2000 y una fuente de luz
KL1500 LCD. Cada corteza fue transferida a un tubo de 1.5ml con 1ml de tripsina-EDTA
0.05%, 37°C e incubada 15min a 37°C en agitacién (450rpm). A continuacién, para
desactivar la tripsina se descartd cuidadosamente el sobrenadante y se lavaron las corteza
dos veces con 500uL de FBS, 37°C, constituido por 10% FBS inactivado por calor, 0.01%
suero MITO, 0.2% penicilina/streptomicina en DMEM-GlutaMax, preequilibrado en un
incubador a 37°C con 5% CO,, afiadiendo finalmente 300uL de FBS por tubo. Las cortezas
fueron trituradas mecanicamente con 30 pases con una pipeta P1000, evitando la
formacion de burbujas y transfiriendo el par de cortezas a una botella de 75 cm? con 13 ml
de FBS, incubandola a 37°C, 5%CO,. El medio de los astrocitos se cambi6é dos dias
después por otros 13 ml de FBS a 37°C y las células se cultivaron hasta que alcanzaron
un 60-70% de confluencia. Para ello se monitoriz6 el cultivo cada dia, alcanzandose este
estado normalmente entre 5-9 DIV. Llegado a este punto, las botellas se agitaron
fuertemente con un agitador virtex a maxima velocidad durante 30s. El sobrenandante,
que contenia cuerpos esferoidales adheridos débilmente a la monocapa de astrocitos, se
aspird y esta monocapa se lavo rapidamente dos veces con PBS, 37°C. Se afiadieron 5ml
de tripsina-EDTA 0.05% cubriendo la superficie de la botella, aspirandolos a los 30s e
incubando después la botella a 37°C, 5% CO2, durante 5min. Después de esta incubacion,
la monocapa de astrocitos se despeg6 parcialmente de la superficie de la botella, y se lavo
con 10 ml FBS, 37°C, redistribuyendo el medio de la parte inferior a la parte superior 5
veces con una pipeta, para despegarla completamente. La solucion con los astrocitos fue
transferida a un tubo cénico de 50ml, y las células fueron disociadas por medio de 10
pases con una pipeta Pasteur estérilizada, hasta obtener una suspension homogénea. El
contaje celular se realiz6 en una camara de Neubauer con azul tripdn, sembrando los
astrocitos (25000 céls/pocillo) sobre FBS (2ml/pocillo), 37°C (preequilibrado con 5%C02),

y agitando las placas para una homogénea distribucion. El rendimiento habitual de este
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Figura 3.7. Cultivo autaptico de neuronas hipocampales sobre islas de astrocitos. Esquema del protocolo de
preparacion de cubreobjetos con microrregiones de sustrato de adhesién, del cultivo de astrocitos de corteza y del
cultivo de neuronas de hipocampo. Las neuronas de hipocampo son cultivadas sobre islas de astrocitos, de manera
gue una Unica neurona aislada en una isla de astrocitos establece sinapsis consigo misma (autapsis). El esquema
y la imagen del sello empleado, asi como la imagen de inmunofluorescencia han sido reproducidas Burgalossi et
al., 2012.
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proceso es de aproximadamente 15placas/par de cortezas. Las microislas de astrocitos se
incubaron dos dias antes de ser usadas para los cultivos autapticos de neuronas.

Cultivos autapticos de neuronas hipocampales. Un raton C57BL/6N recién
nacido (P1) se sacrificd, extrayendo el cerebro y diseccionando los hipocampos en HBSS-
Ca/Mg sobre hielo, con un esterereomicroscopio Stemi2000 y una fuente de luz KL1500
LCD. Los dos hipocampos se transfirieron a un tubo de 1.5ml con 0.5ml de la solucion de
papaina (25U/ml de papaina a 37°C en una solucién 1mM CacCl2, 0.5mM EDTA y 1.65mM
L-cisteina, burbujeada 10-20min con carbégeno 95% 0,/5%CO,) hasta su solubilizacién y
se incubaron durante 45min a 37°C en agitacion (450rpm). El medio FBS de las placas con
las microislas de astrocitos fue sustituido por medio NB, 37°C (medio neurobasal con 2%
del suplemento B27, 1% de Gutamax y 0.2% de penicilina/estreptomicina). Acabada la
incubacién, la papaina se desactivé descartando cuidadosamente el sobrenadante, y se
afiadieron 500uL de la solucion de inactivacion a 37°C (2.5mg/ml albumina, 2.5mg/ml
inactivador de papaina, 10% FBS inactivado por calor en DMEM) durante 15min a 37°C y
450rpm. El sobrenadante se descart6 y, tras afadir 200uL de medio NB, los hipocampos
se trituraron mecanicamente con 10 pases con una pipeta P200, evitando la formacion de
burbujas. Los restos no triturados del hipocampo se dejaron sedimentar en el fondo del
tubo durante 2min. Estos restos se separaron, trasvasando cuidadosamente los
sobrenadantes a tubos de 1.5ml con 1ml NB, 37°C. Las células fueron mezcladas
cuidadosamente por inversion, realizandose a continuacion el contaje celular en una
camara de Neubauer con azul tripan. Las neuronas se sembraron (3000 céls/pocillo) sobre
las placas con las microislas de astrocitos con NB, agitdndolas para dar lugar a una buena
distribucién. La trituracion mecanica de los restos de hipocampo y los pasos posteriores
pueden ser repetidos para obtener mas células. Las neuronas se mantuvieron en cultivo,
sin cambios de medio adicionales, durante 8-17 DIV. El proceso de obtencién de los

cultivos autapticos de neuronas hipocampales se muestra esquematizado en la Fig. 3.7.

2.7.INMUNOFLUORESCENCIA

2.7.1. Inmunofluorescencia en sinaptosomas.

Los sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral (apartado 2.1) de ratones
adultos (0.75mg) se resuspendieron en sacarosa 0.32M a 37°C (0.67mg/ml). A
continuacién, se afiadieron 54 ug de la suspension de sinaptosomas sobre cubreobjetos
circulares de 15mm de diametro tratados con poli-L-lisina. Todo el proceso se realiz6 a
temperatura ambiente, salvo en las etapas en las que se especifica lo contrario. Tras

45min de fijacion, se decantd el exceso de suspension y los sinaptosomas adheridos a la
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poli-L-lisina se fijaron con PFA 4% en PB 0.1M, pH 7.4, 4min. A continuacion, los
sinaptosomas se lavaron dos veces en PB 0.1M, pH 7.4, 5min y una vez en TBS 50mM,
10min. Seguidamente, se procedio al blogueo con una solucién con suero 10% en TBS-
TX100 0.2%, durante 45min. A continuacién, los sinaptosomas se incubaron con los
correspondientes anticuerpos primarios diluidos en una solucién con 5% suero en TBS-
TX100 0.2%, durante 12h. Los anticuerpos primarios empleados fueron anti-sinaptofisina
de conejo (1:100), anti-VDCC tipo N de cabra (1:500), anti-VDCC tipo P/Q de cabra
(1:300), anti- mGlu7a de cobaya (1:300) y anti-B;AR de cabra (1:100). Como controles
negativos de los anticuerpos secundarios, se incubaron muestras Unicamente con la
solucion de dilucion de los anticuerpos primarios. Seguidamente, los sinaptosomas se
lavaron 3 veces en TBS 50mM durante 10min, y se incubaron con los correspondientes
anticuerpos secundarios, Alexa fluor 488 y 594 de conejo y ratén, diluidos (1:200) en una
solucién con suero 1% en TBS 50mM durante 1h y 20min, en oscuridad. Tras 3 lavados en
TBS 50mM, 10min, los cubreobjetos con los sinaptosomas fueron montados sobre
portaobjetos empleando la solucion de montaje ProLong Antifade (sin DAPI). Los
portaobjetos montados se dejaron secar en oscuridad, 1h y se almacenaron
posteriormente a 4°C.

La adquisicion de imagenes se realizd secuencialmente para cada canal en un
microscopio Nikon Diaphot TE2000 con camara CCD Hamamatsu C4880 con un objetivo
100X Nikon. Las imagenes obtenidas fueron procesadas empleando ImageJ. Después de
ajustar los valores de brillo y contraste de acuerdo a los valores en los que no se observa
fluorescencia en los correspondientes controles negativos, fue sustraido el fondo de las
imagenes empleando el método de rolling ball (8pixeles de radio). Las imagenes del
marcaje de la proteina de referencia, generalmente sinaptofisina como marcador de
términales presinapticos, fueron convertidas en imagenes binarias, creando una mascara
con la herramienta Analyze particles, que comprendia el area de regiones de interés de
(ROIs) de tamafio mayor de 3 pixels. Esta mascara se empleé para medir la flourescencia
(mean gray values) en el area de los ROIs en las imagenes con el marcaje de otra proteina
cuya colocalizacidn con la proteina de referencia se deseaba estudiar. Los valores de 0 se
consideraron colocalizacién negativa, mientras que los valores 1 a 255 se consideraron
colocalizacion positiva. De esta manera, se determiné el porcentaje de sinaptosomas que
mostraban marcaje para una proteina en funcién del total de sinaptosomas marcados para
la proteina de referencia. Los datos fueron procesados empleando OriginPro y el montaje

de las imagenes se realiz6 con Adobe lllustrator.

2.7.2. Inmunocitofluorescencia

Las neuronas corticales (14-20 DIV; apartado 2.6.1) transfectadas con mCherry
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bajo el promotor de la CaCMKIla y vGlutl-pHluorina, y cultivadas sobre cubreobjetos de
15mm de didmetro (1.3 .10° céls/cm?), se incubaron en HBM 10min, 37°C. A continuacién,
se lavaron con PBS 0.1M, pH 7.4, 37°C y se fijaron con PFA 4% en PBS 0.1M, 4°C, 20min.
Todas las etapas posteriores se realizaron a temperatura ambiente, salvo cuando se
especifica lo contrario. Seguidamente, las células se lavaron 3 veces en PBS 0.1M, pH 7.4,
durante 5min, y se permeabilizaron en PBS-TX100 0.2%, 5min. Las células se lavaron por
inmersién en PBS 0.1M, pH 7.4 y se procedio al bloqueo empleando una solucién con
suero 10% en PBS-TX100 0.05%, durante 1h. A continuacion, las células se lavaron por
inmersion en PBS 0.1M, pH 7.4 y se incubaron con los correspondientes anticuerpos
primarios diluidos en una solucién con suero 5% en PBS-TX100 0.1%, durante 12h a 4°C.
Se emplearon anticuerpos primarios anti-vGlutl de conejo (1:1000), anti-GAD65 de conejo
(1:1000), anti-GFP (1:1000) y anti-mCherry (1:1000). Seguidamente, las células se lavaron
3 veces en PBS-TX100 0.1%, durante 5min, y 2 veces en PBS 0.1M, pH 7.4, durante 5min.
Después, se incubaron las células con el anticuerpo secundario Alexa488 y Alexa594
(1:500), diluidos en PBS 0.1M, pH 7.4 durante 1h en oscuridad. Seguidamente, los
cubreobjetos con las células se lavaron 3 veces en PBS 0.1M, pH 7.4, 5min y, tras otro
lavado por inmersion en agua ultrapura, se montaron sobre portaobjetos empleando la
solucion de montaje ProLong Antifade con DAPI. Los portaobjetos montados se dejaron
secar en oscuridad durante 12h y se almacenaron posteriormente a 4°C.

La adquisicion de iméagenes se realizd secuencialmente para cada canal en un
microscopio Nikon Eclipse TE-2000S equipado con un objetivo de inmersion en aceite
Nikon CFI plan Apo VC 60x y una cdmara CCD modelo iXonEM+DU885. Las imagenes se
procesaron empleando ImageJ y se montaron con Adobe lllustrator. Los estudios de

colocalizacion se realizaron de manera analoga a la explicada en el apartado 2.7.1.

2.7.3. Inmunohistofluorescencia

Los ratones adultos (2-5meses) de genotipo silvestre o WT se anestesiaron con un
inyeccion intraperitoneal de ketamina (40mg/kg)/xilacina (5mg/kg), y se sometieron a
perfusion cardiaca con PBS 0.1M, pH 7.4 conteniendo heparina (5.5 mg/L), seguido de
paraformaldehido (PFA) 4% en PBS 0.1M, pH 7.4. A continuacion, se extrajo el encéfalo
completo y se realiz6 la postfijacion en PFA 4% en PBS 0.1M, pH 7.4 durante 12h a 4°C.
Los érganos fijados fueron crioprotegidos por medio de su inmersién en sacarosa 30%
(p/v) a 4°C. Los encéfalos crioprotegidos se cortaron en sentido coronal, fijAndolos con
Tissue-Tek OCT, en un criostato Leica CM1850 a -20°C. Se obtuvieron secciones de la
corteza cerebral de 30um de espesor, que se recogieron sobre portaobjetos polilisinados,
dejandolas secar a temperatura ambiente durante 12h, para almacenarlas después a -

80°C. Todas las etapas posteriores se realizaron a teperatura ambiente, salvo cuando se
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especifique lo contrario. En el momento de empezar el proceso de
inmunohistofluorescencia las secciones se lavaron por inmersiéon en PBS 0.1M, pH 7.4 y
se bloguearon con una solucién con suero de burro 5%, BSA 1% en PBS-TX100 0.25%
durante 1h. Seguidamente, se realizd la incubacion con los anticuerpos primarios diluidos
en una solucién con suero 5% en PBS-TX100 0.25%,12h a 4°C. Se emplearon anticuerpos
primarios anti-mGIluR7a de conejo (1:50), anti-BAR1 de cabra (1:75) y sinaptofisina de
ratén (1:400). A continuacion, las secciones se lavaron en cubetas de tinciéon con PBS-
TX100 0.25%, con un lavado por inmersion seguido de 2 lavados de 20min, y a
continuacién se incubaron con los anticuerpos secundarios diluidos en una solucién con
suero 5% en PBS-TX100 0.25%, durante 1h. Se utilizaron los anticuerpos secundarios
Alexa488 de raton y Alexa594 de conejo en los marcajes dobles; y Alexa488 de ratén,
Alexa594 de cabra y Alexa647 de conejo en los marcajes triples (1:200). Posteriormente,
los cortes fueron lavados en cubetas de tincion con PBS TX100 0.25% con un lavado por
inmersion seguido de 2 lavados de 20min, realizando un ultimo lavado con PBS 0.1M,
pH7.4, durante 10min. Finalmente, se realiz6 el montaje con cubreobjetos rectangulares,
empleando la solucion de montaje ProLong Antifade con DAPI. Las secciones montadas
se dejaron secar en oscuridad durante 12h y se almacenaron posteriormente a 4°C.

La adquisicion de imagenes se realizd secuencialmente para cada canal en un
microscopio confocal Olympus FV 1200. Las imagenes confocales fueron procesadas

empleando ImageJ y montadas con Adobe lllustrator.

2.8. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La microscopia electronica se basa en la emisién de un haz de electrones sobre la
muestra, incrementando la capacidad de amplificacion de un microscopico 6ptico o de
fluorescencia convencional, limitadas a la longitud de onda de la luz. Existen diferentes
técnicas de microscopia electrénica aplicables a muestras biolégicas que permiten estudiar
la ultraestructura de la sinapsis (Siksou et al., 2009), pero la mas cominmente empleada
es la fijacién quimica combinada con la microscopia electrénica de transmision.

En esta técnica, las muestras bioldgicas son fijadas empleando fijadores quimicos
para su preservacion y posteriormente deshidratadas. Ademas, debido al bajo poder de
penetracion de los electrones, las muestras deben ser preparadas en secciones ultrafinas,
para lo que deben ser incluidas en una resina. Dado que de forma natural las muestras
biolégicas no interaccionan con el haz de electrones, estas deben ser tratadas con metales
pesados que se concentran en ciertas estructuras celulares, fundamentalmente

membranas y complejos macromoleculares. Los electrones que chocan con estos metales
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rebotaran y no cruzaran el tejido, mientras que los electrones transmitidos inciden sobre

una pantalla fluorescente, creando la imagen de las muestras.
2.8.1. Microscopia electronica de sinaptosomas

Los sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral (apartado 2.1) de ratones
adultos (1mg) se resuspendieron en HBM-BSA (0.91 mg/ml), y se mantuvieron en
agitacion a 37°C durante una hora, bajo los correspondientes tratamientos farmacol6gicos:
isoproterenol (100uM, 10min), 8-pCPT (50uM, 10min), L-AP4 (1mM, 10min). Al acabar los
tratamientos, los sinaptosomas se lavaron (16000g, 1min) y se resuspendieron
(0.91mg/ml) en tampén fosfato Millonig 0.1M, pH 7.3, 37 °C, y se lavaron de nuevo
(16000g, 1min) y se resuspendieron (1.82 mg/ml) en la solucion fijadora con 4%
paraformadehido y 2.5% glutaraldehido en Millonig 0.1M, pH 7.3, 4°C durante 2horas en
agitacion. Se juntaron varios tratamientos iguales para disponer al menos de 2mg de
sinaptosomas en cada muestra. Acabada la fijacion, los sinaptosomas se lavaron (2400g,
1min) y se resuspendieron en tampoén fosfato Millonig 0.1M, pH 7.3, 4 °C. Este lavado se
repiti6 tres veces. Los sinaptosomas se mantuvieron durante 12h en tampoén fosfato
Millonig 0.1M, pH 7.3 a 4°C. Para los pasos posteriores, los sinaptosomas soélo se
centrigugaron (850g, 1-3min), cuando fue necesario para mantenerlos sedimentados. Las
muestras se postfijaron en una solucién de 1% OsO4 con 1.5% Kz;Fe(CN)g durante 1h a
temperatura ambiente. A continuacion, se deshidrataron en soluciones de acetona de
concentracion creciente (30,50,70,80,90,95,100% dos veces) durante 15min cada una. Los
sinaptosomas se incluyeron en resina SPURR (SPURR embedding kit), incubandolos a
temperatura ambiente con mezclas de acetona:resina, 3:1 durante una hora, 1:1 durante
una hora, 1:3 durante 2 horas y en resina pura durante 12h. Las muestras se cambiaron
nuevamente a resina pura y se polimerizaron a 70°C durante al menos 12h. Los bloques
de resina polimerizados se cortaron en un ultramicrotomo Leica Ultracut E en secciones de
70nm y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Se tomaron imagénes
aleatorias de los sinaptosomas a 80000 aumentos con un microscopio electronico de
transmisién Jeol 1010. Las imagenes se analizaron con el programa Image J y los datos se
procesaron usando Origin 8.0. Se midi6 la distancia desde el exterior de la membrana de
cada SVs al interior de la membrana de la zona activa en la zona mas cercana a la SV
estudiada (0.72 nm/px a 80000 aumentos). Las zonas activas se identificaron por la
distribucién de las SVs y por la presencia de restos de membrana postsinaptica y la
densidad postsinaptica. La distribucion de las SVs se determind segln su distancia a la
zona activa, cuantificando el porcentaje de SVs en cada intervalo de 10nm. Ademas, se

determiné el numero de SVs por cada zona activa.
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2.8.2. Inmunomicroscopia electrénica con particulas de oro en rodajas de corteza

cerebral

El marcaje con particulas de oro de rodajas de tejido cerebral se realiz6 con el
método de pre-embedding descrito por Lujan et al., 1996. Para ello, se anestesiaron tres
ratones adultos (P60) y se sometieron a perfusion cardiaca con una solucién de fijacion
con 4% de paraformaldehido, 0.05% de glutaraldehido y 15% (v/v) de acido picrico en PB
0.1M, pH 7.4. Después de la perfusion, se extrajeron los cerebros y se lavaron en PB
0.1M, obteniendo los cortes coronales con un vibratomo Leica V1000. Las secciones se
incubaron en flotacion en TBS con 10% (v/v) de suero de cabra (NGS), y a continuacion,
con el anticuerpo de cabra anti-receptores ;-adrenérgicos (3-5 pg/ml) diluido en TBS con
1% NGS. Después de varios lavados con TBS, las secciones se incubaron con el
anticuerpo secundario de conejo anti-cabra conjugado con particulas de oro de 1.4 nm.
Seguidamente, las secciones se sometieron a post-fijacién con una solucién con 1% de
glutaraldehido y se lavaron con agua destilada. Se recubrieron las particulas de oro con
plata con el fin de aumentar su tamafo, para lo que se utilizd el kit HQ Silver. Las
secciones se trataton con OsO4 1% en PB 0.1M, se tifieron con acetato de uranilo y se
deshidrataron en concentraciones crecientes de EtOH, para ser incluidas en resina
Durpupan. Las regiones de interés se cortaron en secciones de 70-90nm con un
ultramicrotomo Reichert Ultracut, se recogieron sobre rejillas de cobre recubiertas de
pioloform, y se tifieron con acetato de uranilo 1% y citrato de plomo de Reynolds. Su
ultraestructura se analizé con un microscopio electrénico de transmisién Jeol 1010.

El procedimiento de cuantificacién de la abundancia de receptores 3;-adrenérgicos
fue similar al empleado en Lujan et al., 1996. Se eligieron areas aleatoriamente de la capa
-V de la corteza cerebral de aproximadamente 1500pm? a 45000 aumentos, que
presentaban un buen marcaje con particulas de oro, todas ellas a una similar distancia de
la superficie del bloque y cercanas a la superficie, para minimizar falsos negativos. Sélo se
cuantificaron las particulas de oro situadas en la membrana de los terminales axénicos que
contactaban con dendritas. Se estudiaron un total de 811 terminales axénicos. De estos,
solo 155 terminales axdnicos fueron inmunopositivos para los receptores (i-adrenérgicos,
mostrando un total de 318 particulas de oro. Ademas, estas particulas se cuantificaron
para determinar el porcentaje de receptores B;-adrenérgicos en la zona activa y en sitios

extrasinapticos.
2.9.ELECTROFISIOLOGIA

Las técnicas de electrofisiologia de patch-clamp permiten estudiar la corriente

generada por el flujo de iones en una Unica célula, a través de la insercién de un electrodo
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en la membrana plasméatica de la misma. La aplicacion de estas técnicas en neuronas
permite no sélo despolarizar las neuronas presinapticas, para inducir la liberacion de
neurotransmisores, sino también registrar la sefial eléctrica provocada por el flujo de iones
en la neurona postsingptica. Esto hace que estas técnicas constituyan uno de los
procedimientos mas ampliamente utilizados para el estudio funcional de la

neurotransmision en células vivas.

Para los estudios de electrofisiologia se emplearon cultivos hipocampales
autapticos (apartado 3.6.2), crecidos sobre islas de astrocitos (8-17DIV). Estos cultivos
permiten estimular y registrar la respuesta en la misma neurona. Las neuronas autapticas
se identificaron empleando un microscopio invertido Axiovertl135. Estas neuronas se
perfundieron en medio Base+ a temperatura ambiente (NaCl 140mM, KCI 2.4mM, Hepes
10mM, D(+)-glucosa 10mM, CaCl, 4mM, MgCl, 4mM; pH 7.4; 320 mOsm) y se
mantuvieron en fijacion de voltaje en configuracion de célula completa (voltaje clamp,
whole-cell) a -70mV con un amplificador HEKA EPC9 y una interfaz HEKA TIB14S,
controlado por el programa PatchMaster v2. Se utilizaron micropipetas de borosilicato con
una resistencia de 2.5-3.5 MQ. La composicion de la solucion intracelular fue KCI 136mM,
Hepes 17.8mM, EGTA 1mM, ATP/GTP; pH 7.4; 320 mOsm. Las distintas soluciones con
farmacos se prepararon en medio Base+ y se perfundieron a temperatura ambiente, con
un sistema perfusion rapida con micropipetas de 6 canales, controlado por el programa
PatchMaster v2 a través del controlador de apertura VC-6 y de posicion SF-77B.

La liberacion inducida por despolarizacion, correspondiente a los EPSC/IPSC, se
determin6 despolarizando de -70 a OmV durante 2ms, cada 5s. La presencia de los
receptores metabotrépicos de tipo Il en las células estudiadas se determind, aplicando el
agonista L-AP4 200uM durante un minuto, y esta se manifestd en algunas células como
una rapida disminucion de la amplitud de los EPSC/IPSC, que se revirti6 rapidamente tras
el lavado del farmaco. Las neuronas que no mostraron respuesta a L-AP4 fueron
descartadas, de manera que todos los estudios realizados corresponden s6lo a neuronas
gue muestran sensibilidad a la inhibicién por L-AP4.

La variacion en los EPSC por la accion prolongada de L-AP4 se estudio aplicando
despolarizaciones a OmV durante 2ms cada 5s, y registrando 5min para la estabilizacion
de la linea base y 15min en presencia de LAP4.

La liberacion espontanea se determind en presencia del bloqueante de los canales
de Na', tetrodotoxina (TTx, 300nM), para evitar la generacion de potenciales de accion, asi
como del blogueante de los VDCC, cadmio (CdCl,, 100uM), para evitar la posible
participacion y modulaciones de estos canales. Se hicieron registros consecutivos de 100s

de duracién de la actividad espontanea basal (11min y 40s), la actividad durante la
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aplicacion de L-AP4 200uM (11min y 40s) y la actividad después del lavado del farmaco
(23min y 20s).

El nimero de vesiculas preparadas para la fusion (RRP) se determiné mediante la
perfusion de una solucion de sacarosa 0.5M en medio Base+. La sacarosa se aplicé antes
de la aplicacion de L-AP4 y tras los 23min después del lavado de farmaco.

Se estudi6 tanto la transmisidbn glutamaérgica como la GABAérgica,
diferenciandolas por el tiempo de caida de los EPSC/IPSC (decay time). Todos los

estudios de electrofisiologia fueron realizados a temperatura ambiente.

Los registros obtenidos se transformaron a formato .abf empleando los programas
IgorPro y ABFultilities, y se procesaron con el programa Axograph4.1. La amplitud de los
EPSCI/IPSC se midi6 ajustando la linea base antes de la despolarizacién y determinando
el minimo del evento. En las medidas de la variacién de los EPSC por aplicaciéon de L-AP4,
se corrigié la caida de la amplitud inherente (run-down) a partir del ajuste lineal de esta
caida. Las amplitudes se normalizaron al valor medio de los EPSC registrados durante los
60s antes de empezar la aplicacion del agonista.

Las medidas de la liberacidon espontanea se estudiaron en registros de 100s. Los
eventos espontaneos se filtraron, descartando las sefales fuera del rango 0.5-1000Hz, y
se detectaron automaticamente a partir de la funcién modelo f(t)=exp(-t/tiempo de subida)
— exp (-t'tiempo de caida), ajustada a los parametros de linea base 5ms, longitud 20ms,
amplitud -20/-40pA, tiempo de subida 0.5/1ms y tiempo de caida 3/10ms, para neuronas
glutamatérgicas/GABAérgicas, respectivamente. Se detectaron eventos espontaneos
separados al menos por 1ms, con una linea base de 5ms, una longitud de 30ms y con un
umbral correspondiente a la desviaciébn estdndar del ruido x -3.5. De estos, se
seleccionaron solo los de amplitudes mayores de 8-15 pA, mediante el examen visual de
los eventos para cada célula, y tiempo de subida (20-80%) entre 0.2 y 1.5ms. La
frecuencia de la liberacion espontanea (Hz) se calculdé a partir del nimero de eventos
detectados en los 100s de registro. Los eventos detectados fueron promediados para
calcular la amplitud media de los mismos, procediendo igual que con los EPSC.

En los registros en los que la transmision sindptica se indujo con sacarosa, se
determiné el area de la curva, ajustando la linea base después de la despolarizacién. El
RRP se puede calcular por la relacion entre un EPSC vy la despolarizacion inducida por
sacarosa. Sin embargo, dado que la presencia de Cd?* bloquea la generacién de EPSCs,
la variacion del RRP por el tratamiento con L-AP4, se estimé como la relacién entre el area
de la despolarizacion inducida por sacarosa antes de la aplicacién del farmaco y 20

minutos después de su lavado.
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2.10. IMAGEN EN CULTIVOS PRIMARIOS CON vGlutl-pHluorina.

Las sinapto-pHIluorinas son proteinas de la membrana de las vesiculas sinapticas,
en las que sus dominios intraluminales han sido modificados por la union a proteinas
verdes flourescentes (del inglés green fluorescence proteins, GFPS; Aeyem=475/509nm)
sensibles al pH, es decir, que su fluorescencia se apaga a pHs acidos (pHluorinas
eclipticas). El lumen de las vesiculas sinapticas presenta cambios de pH asociados a las
diferentes etapas del ciclo vesicular. El almacenamiento de neurotransmisores en las
vesiculas sinapticas implica un co-transporte de protones, de manera que el interior de las
vesiculas sinapticas en reposo y cargadas con neurotransmisores estd acidificado. La
exocitosis implica la apertura del lumen vesicular al medio extracelular, de modo que el pH
de la vesicula sinaptica pasa a ser neutro. La posterior endocitosis y rellenado de las
vesiculas con neurotransumisor supone la reacidificaciéon del lumen vesicular. De esta
manera, las sinapto-pHluorinas no emiten fluorescencia en el interior de las vesiculas
sinapticas en reposo, fluorescen en el proceso de exocitosis y pierden su florescencia
como consecuencia de la reacidificacion que sigue a la endocitosis (Fig. 3.8). Por lo tanto,
los cambios en fluorescencia de estas proteinas permiten estudiar los procesos de
exocitosis y reciclamiento de las vesiculas sinapticas en sinapsis individuales. Ademas, el
empleo de de NH4CI, que puede neutralizar el lumen de todas las vesiculas sinapticas
presentes en un terminal sindptico de manera independiente de la exocitosis (Figura 3.8),
permite determinar la florescencia correspondiente a todas las vesiculas sinapticas del
terminal, y por tanto, estimar la fraccion de vesiculas sinapticas movilizadas durante la
exocitosis (Miessenbock et al., 1998; Sankaranarayanan y Ryan, 2000; Burrone et al.,
2006).

La vGlutl-pHluorina es uno de los tipos de sinapto-pHIuorinas empleadas para
monitorizar los procesos de exocitosis y reacidificacion asociada a la endocitosis en
sinapsis glutamatérgicas. Esta proteina tiene una pHIuorina superecliptica (denominada
asi por ser una EGFP o enhanced GFP), unida a la proteina vGlutl (transportador
vesicular de glutamato de tipo 1), entre los bucle 1 y 2 transmembrana orientados hacia la
cara luminal de las vesiculas sinapticas (Voglmaier et al., 2006).

La Bafilomicina Al es un inhibidor de la ATPasa vacuolar de protones que se utiliza
como herramienta para evitar la readificacion de las vesiculas sinapticas después del
proceso de exocitosis (Fig. 3.8). Asi, la adicion de Bafilomicina Al evita el apagado de la
fluorescencia de las sinapto-pHIluorinas después de la exocitosis, y por tanto, produce una
sefial de fluorescencia indicativa de la magnitud de la exocitosis en ausencia de la

endocitosis (Burrone et al., 2006).

128



MATERIALES Y METODOS

NHa4Cl

NH3+ HO' 5> HO + NH

NH4CI == CI"+ NHj

Fluorescencia (u.a.)

Figura 3.8. vGlutl-pHluorina. Esquema que representa los cambios de fluorescencia de la vGlutl-pHluorina
durante la exocitosis y el reciclamiento vesicular. La aplicacion de NH,Cl permite neutralizar el lumen de todas las
SVs de manera independiente de la exocitosis. La bafilomicina Al es un inhibidor ATPasa vacuolar de las SVs, que
evita la reacidificacion de las mismas, y por tanto, el apagado de la fluorescencia de la pHuorina.

2.10.1. Estudio de la liberacion espontanea

La liberacion espontanea en terminales glutamatérgicos se estudié con vGlutl-
pHIluorina, segun el método descrito por Hua et al., 2011. Este procedimiento se basa en
determinar la acumulacion de fluorescencia en presencia de Bafilomicina Al, en
condiciones de bloqueo de la generacion espontanea de potenciales de accién con el
blogueante de los canales de Na®, TTx. De esta manera, el incremento de fluorescencia
observado representa las vesiculas sinapticas que se han fusionado de manera
espontanea (Fig. 3.9.A).
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Las neuronas corticales (14-20DIV, apartado 2.6.1) transfectadas con los
plasmidos que codifican las proteinas vGlutl-pHluorina y mCherry bajo el promotor de la
CaCMKlla, y sembradas sobre cubreobjetos de 15mm, se incubaron en medio HBM-Ca
(HBM suplementado con CaCl, 1.33mM) 10min a 37°C. Seguidamente, el cubreobjetos se
monté en una cémara de perfusion RC20 sobre una plataforma PH5 termostatizada
acoplada a un adaptador de pletina SA-NIK. El sistema de flujo laminar se sell6 colocando
otro cubreobjeto de 15mm sobre el cubreobjetos con las células adheridas, asegurandolo
con un anillo CR15 (volumen de la camara 36uL). La camara de perfusiéon se mont6 en un
microscopio Nikon Eclipse TE-2000S equipado con un objetivo inmersién en aceite Nikon
CFl plan Apo VC 60x y una camara CCD modelo iXonEM+DU885, operada con el
programa Andor 1Q. Las células se mantuvieron en perfusion continua de HBM-Ca
atemperado a 37°C (1ml/min). Las neuronas se identificaron por la fluorescencia de
mCherry (Aexem=587/610nm), comprobandose la presencia de vGlutl-pHluorina en
compartimentos acidificados por la perfusion de HBM-NH4CI, durante 5s. Las células se
mantuvieron otros 5min en perfusion de HBM-Ca antes de comenzar el experimento
detallado en la Fig. 3.9.A. Las neuronas se perfundieron con TTx (1uM) en HBM-Ca un
minuto antes de comenzar el registro de fluorescencia, tomandose una imagen cada 15s
(parametros detallados en la Fig. 3.9.E). Después del registro de fluorescencia en
presencia de TTx durante 5min, las células se trataron con Bafilomicina A1(500nm) y
TTx(1uM) en HBM-Ca durante 5min y 30s. A continuacién, se perfundié TTx(1uM) en
HBM-Ca durante 30s mas y, finalmente, las células se expusieron a HBM-NH,4CI, durante 2
minutos. En el caso de los tratamientos farmacoldgicos con isoproterenol (100uM) u 8-
pCPT (50 uM), se procedié tal como se muestra en la Fig. 3.9.A. Las células se trataron
en perfusion antes de comenzar el registro de fluorescencia con TTx(1uM) en HBM-Ca
durante 30s, continuando la perfusién de los medios con el farmaco de manera analoga a
los controles.

La secuencia de imagenes de estos experimentos se procesd con el programa
ImageJ para alinear las imagenes (pluging Stack reg) y corregir el fondo (pluging
Background substration from ROI). A continuacion se empleé la rutina SARFIA (método
Response) del programa lgorPro para seleccionar de manera automatica los ROls
mayores de 5pixels que mostraron una respuesta de aumento de fluorescencia a la
perfusion de NH4CI. Esta seleccion de ROIs se transform6 en una mascara en ImageJd,
ajustando el Threshold entre 1-255, y usando la herramienta Analyze particles sin
restriccion de tamafio, determindndose los valores de fluorescencia (mean gray value) de
los distintos ROIs en todas las imagenes del experimento. Los registros de florescencia
obtenidos se ajustaron a la linea base y se normalizaron frente al maximo de fluorescencia
obtenido por la perfusién de NH4CI. Se seleccionaron so6lo los registros de ROIs positivos

para mCherry, cuya florescencia fuera mayor que el 15% de la media de la florescencia de
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Figura 3.9. Protocolos de perfusion de farmacos, de estimulacién eléctrica y registros de fluorescencia
esquematizados de los experimentos con vGlutl-pHluorina. (A) Estudio de la liberacion espontanea en
presencia de TTx. La perfusién de bafilomicina A1 permite determinar la tasa de liberaciéon espontanea a partir de
la acumulacion de fluorescencia de la vGlutl-pHluorina correspondiente a la fusion espontanea de SVs. (B) Estudio
de la liberacién inducida. Por medio de la estimulacién eléctrica de campo es posible determinar la liberacion de
una Unica SV, asi como liberaciones subméaximas (40 y 400APs) que permiten analizar parametros de exocitosis y
endocitosis. (C) Estudios de los grupos vesiculares. Es posible analizar el tamafio de los grupos o pools en los que
se dividen las SVs del terminal presinaptico por medio de la perfusion de bafilomicina Al y la estimulacion eléctrica
de campo. Estimulos de 40APs se asocian con el RRP, mientras que el grupo de reciclamiento se corresponde con
estimulos maximos (800APs). En todos los casos, la perfusién de NH,Cl induce valores maximos de fluorescencia,
correspondiéndose con la emisién de toda la vGlutl-pHluorin localizada en las SVs. (D) Ajuste a mudltiples
gaussianas de las respuestas a estimulaciones de un AP empleado para determinar la tasa de acierto. (E)
Parametros de adquisicion de imagenes.
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todos los ROIs del campo. Los registros se filtraron manualmente usando el programa
Origin 8.0., eliminando los registros con perfiles anémalos. Los registros correspondientes
a la linea base sin Bafilomicina Al (0-300s) y al incremento de fluorescencia con
Bafilomicina Al (330-630s), fueron normalizados a la fluorescencia méaxima por perfusion
del NH4CI (AF/Fin, y ajustados de manera independiente a una linea recta obteniendo
como dato el valor de la pendiente (s™). Las pendientes individuales de los botones fueron
representadas como histogramas de frecuencias para cada una de estas fases, calculando
la pendiente media como el valor central de la distribucion gaussiana de ajuste de los
datos. Finalmente, la tasa de liberacion espontanea se calculé como la diferencia entre la
pendiente media del tratamiento con Bafilomicina Al y la pendiente sin tratar con este

farmaco.
2.10.2. Estudio de la liberacion inducida por despolarizacion.

Los cambios en la sefial de fluorescencia de vGlutl-pHIuorina permitieron estudiar
la liberaciéon inducida por despolarizacién con la ayuda de un estimulador eléctrico de
campo (Fig. 3.8.B). Asi, es posible determinar cémo afectan los tratamientos
farmacolégicos a estimulos eléctricos de magnitud variable, de acuerdo al niamero de
potenciales de accion (APs) aplicados (Burrone et al., 2006). Ademas, se estimé la
probabilidad de liberacién determinando el nimero de respuestas exocitéticas a estimulos
de un Unico AP (Balaji y Ryan, 2007).

Las neuronas corticales (14-20DIV, apartado 2.6.1), transfectadas con los
plasmidos que codifican la expresion de las proteinas vGlutl-pHluorina y mCherry bajo el
promotor de la CaCMKIla, y sembradas sobre cubreobjetos de 25mm, fueron incubadas en
medio HBM-Ca (HBM suplementado con CaCl, 1.33mM) durante 10min a 37°C.
Seguidamente, el cubreobjetos con las neuronas adheridas se monté en una camara de
perfusién RC-21BRFS provista de electrodos, sobre una plataforma PM2 termostatizada,
acoplada a un adaptador de pletina SA-NIK. El sistema de flujo laminar se sell6 colocando
otro cubreobjeto de 25mm sobre el cubreobjetos con las células adheridas, asegurandolo
con una placa imantada perteneciente a la plataforma (volumen de la camara 263pL). La
camara de perfusion se conectd a un estimulador eléctrico Cibertec CS-20 y se mont6 en
un microscopio Nikon Eclipse TE-2000S equipado con un objetivo inmersion en aceite
Nikon CFI plan Apo VC 60x y una cAmara CCD modelo iXonEM+DU885, operada con el
programa Andor 1Q. Las neuronas se sometieron a estimulacién de campo, aplicando
distinto nimero de AP a 20Hz de 1ms de duracién (intervalo 49ms) y 10V/cm (35mA en el
sistema empleado). Las células, mantenidas en perfusion continua de HBM-Ca
atemperado a 37°C (1ml/min), se identificaron por la fluorescencia de mCherry,

comprobandose la presencia de vGlutl-pHluorina en compartimentos acidificados por

132



MATERIALES Y METODOS

medio de la estimulacion eléctrica por 100APs a 20Hz. Las células se mantuvieron otros
5min en perfusion de HBM-Ca antes de comenzar el experimento detallado en la Fig. 3.8.
B. El registro de fluorescencia se realizé captando imagenes cada 1.4s (parametros
detallados en la Fig. 3.8. E). Las células se sometieron a 6 estimulos de 1AP a 20Hz (a
tiempos 0:20, 1:10, 2:00, 2:50, 3:40, 4:30min), siendo estimuladas a continuacién con
40APs a 20Hz (5:20min) y 400APs a 20Hz (6:10min), perfundiendo finalmente NH4CI a los
8:30min. En el caso de los tratamientos farmacoldgicos, las neuronas se trataron un
minuto antes de comenzar el registro de fluorescencia con el correspondiente farmaco en

HBM-Ca, manteniendo la perfusion de este medio hasta la perfusion del NH,CI.

Los registros de fluorescencia se obtuvieron tal como se detalla en el apartado
anterior. Las liberaciones inducidas por despolarizaciéon se normalizaron respecto al total
de vesiculas sinapticas, correspondiente a la fluorescencia obtenida con NH4Cl para cada
botén individual. Las cinéticas de exo- y endocitosis fueron calculadas normalizando las
respectivas respuestas respecto a su maximo, y ajustando los registros a una ecuacion
exponencial y:y0+A.e—X’T para la endocitosis, y y:yo—A.e-X’T para la exocitosis, donde 1 es la
constante de exo-/endocitosis. La fluorescencia correspondiente a la exocitosis de una
Gnica vesicula sinaptica se calculé ajustando el histograma de frecuencias de las
respuestas a 1AP de todos los botones del campo a cuatro curvas gaussianas empleando
el Origin 8.0 (herramienta Fit Multi-peaks). Se estimé que el maximo de las distintas curvas
corresponde, de menor a mayor fluorescencia, a la sefial del ruido y la liberacion de 1, 2 o
3 SVs (Fig. 3.9. D; Balaji y Ryan, 2007). Se consideré como respuesta positiva aquella que
sobrepasaba el umbral de florescencia, determinado para cada experimento, como el valor
medio entre la fluorescencia de una SVs y del ruido. El valor de la tasa de aciertos fue

estimado como la relacién de respuestas respecto al nimero de estimulos.
2.10.3. Estudio del tamafio de los grupos de vesiculas sinapticas.

Las SVs del terminal presinaptico se dividen en distintos grupos funcionales
(Introduccion 1.3). El tratamiento con Bafilomicina Al permite estudiar el tamafio de los
grupos de vesiculas sinapticas, de acuerdo al método descrito por Burrone et al., 2006.
Asi, los estimulos eléctricos de poca intensidad (40APs a 20Hz, para neuronas corticales)
dan lugar a la liberacion del grupo de vesiculas sinapticas preparadas para liberarse
(RRP), mientras que estimulos maximos (800APs a 20Hz, para neuronas corticales)
liberan todas las vesiculas susceptibles de participar en el proceso de exocitosis (grupo de
reciclamiento). En presencia de Bafilomicina Al, que impide la reacidificacion de las SVs,

estos estimulos dan lugar a un maximo estable de fluorescencia (Fig. 3.8.C), que
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comparado con la sefial del NH4CI, correspondiente a la totalidad de SVs, permite estimar
el tamafo de los correspondientes grupos o pools vesiculares.

Las neuronas corticales (14-20DIV; apartado 2.6.1.), transfectadas con los
plasmidos que codifican la expresion de las proteinas vGlutl-pHluorina y mCherry bajo el
promotor de la CaCMKIla, y sembradas sobre cubreobjetos de 25mm, se prepararon para
el experimento de la manera descrita en el apartado anterior. Las neuronas se sometieron
a estimulacién de campo, aplicando distinto nimero de AP a 20Hz de 1ms de duracion
(intervalo 49ms) y 10V/cm (35mA en el sistema empleado). Las neuronas se trataron con
Bafilomicina A1 en HBM-Ca 2min antes de empezar el registro de fluorescencia. A
continuacién, se estimularon con 40APs a 20Hz (0:20min) y 800APs a 20Hz (0:40min),
perfundiendo finalmente (1:30min) HBM-NH,4CI durante un minuto y medio. En el caso de
los tratamientos farmacoldgicos, las neuronas se trataron con Bafilomicina A1 en HBM-Ca
2min antes de comenzar el registro de fluorescencia durante 1minuto. A continuacién, se
perfundié con farmaco/Bafilomicina A1 en HBM-Ca durante un minuto, y se mantuvo el
tratamiento hasta la perfusion de HBM-NH,4CI (Fig. 3.8.C).

Los registros de fluorescencia se obtuvieron tal como se detalla en los apartados
anteriores. El tamafio de los grupos vesiculares se calculé de acuerdo a la fluorescencia
obtenida por los correspondientes estimulos eléctricos, 40 APs para el RRP y 800APs para
el grupo de reciclamiento. El tamafio porcentual de cada grupo fue calculado respecto al
total de SVs, correspondiente a la sefial de fluorescencia del NH4Cl. Ademas, se estimo el
tamafo del grupo de reserva o RtP como la diferencia entre el incremento de fluorescencia
por estos dos estimulos y la fluorescencia de todas las SVs por perfusion del NH,CI (Fig.
3.8.C; EC. 3.4,3.5y 3.6).

2.11. GENOTIPADO

El DNA procedente de los ratones carentes de la subunidad a;g de los VDCC tipo
N, carentes de la proteina RIM1a y con la mutacién H567K de Munc13-1 se aisl6 con el kit
comercial Wizard SV Genomics DNA Purification System. Los ratones se marcaron para
su identificacion en el momento del destete (P21) empleando chapas numeradas de oreja
(ear tags) o chips intradérmicos ID-100/162. En el momento del destete ademas se
obtuvieron muestras de tejido de oreja (aproximadamente 3x2mm). Estas muestras de
tejido fueron digeridas en 275 pL del tampon de lisis, suplementado con EDTA 100mM, pH
8.0, RNAasa A 182ug/ml, Proteinasa K 1.46mg/ml, durante 16-18h a 55°C, y 300rpm. La
purificacion de DNA se realiz6 a temperatura ambiente. A continuacion, las soluciones

digeridas se centrifugaron (6000g, 5min), descartando el precipitado correspondiente a
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restos de tejido, y afiadiendo al
sobrenadante 250uL de tampoén de lisis.
Esta solucién se transvas6 a minicolumnas
de afinidad de silice, que retuvieron el DNA
tras su centrifugacion (16000g, 5min). Las
columnas se centrifugaron de nuevo
(16000g, 1min) tras afiadirles 650uL de la
60%,

repitiendo el proceso 4 veces, y realizando

solucién de lavado con etanol al
a continuacion otra centrifugacién (16000g,
1min) sin afadir ninguna solucion a la
columna. Finalmente, se eluyd el DNA
purificado por medio de la adicién de 250uL
agua estéril libre de DNAasas a 55°C, que
fue mantenida en la columna 2min y
(16000g,

Para aumentar el rendimiento, se

posteriormente  centrifugada
1min).
transvasd de nuevo el agua eluida a la
columna, esperando 2min antes de
(16000g,

finalmente el DNA purificado. El proceso de

centrifugar 1min), obteniendo
la extraccion de DNA descrito se muestra
en la Fig.3.10.
Cuando se necesit6 genotipar
ratones P1, para cultivos celulares, los
ratones se marcaron con rotulador y se
obtuvieron muestras de tejido de la cola
(aproximadamente 2-3mm). El tejido se
mantuvo a -80°C durante 15min y el DNA
fue extraido, empleando el kit comercial,
pero realizando la digestion durante una
hora a 1300rpm, o por medio de la
precipitacion del DNA. En estos casos, el
tejido fue digerido en 500uL tampédn tail,
NaCl
200mM, Tris 20mM, EDTA 2.5, proteinasa K
1mg/ml, a pH 8, durante una hora a 56°C y

1300rpm.

compuesto por SDS 0.1% (p/v),

Las soluciones digeridas se
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Digestion
[I - Muestra de tejido oreja en mezcla

de lisis (ul/muestra):
Buffer de lisis de nucleos 200

EDTA 0.5M, pH 8 50
RNAasa A 4mg/ml 5
Proteinasa K 20mg/ml 20

-Digestion 16-18h, 55°C, 300rpm

Purificaciéon DNA

-Recoger sobrenadante
-250 pl de buffer de lisis

6000g,
5 min

-Transvasar a columna con
eppendorf 2 ml

* DNA retenido en columna
-Desechar medio eluido

2 -650 pl solucion de lavado
3 con EtOH 70%

16000g, 4 lavados

1 min l
B

-Desechar medio eluido

H Elucion DNA
=

QT W - 250 pl agua libre RNAsas, 65°C

| -2 min, RT
- Colocar columna en
eppendorf 1.5 ml

J
16000g, C ‘
1 min
=  -Volver a transvasar el agua eluida
{ { a la columna y repetir para aumentar
rendimiento
* DNA eluido

Figura 3.10. Genotipado. Protocolo de extraccién del
DNA a partir de tejido empleando el kit comercial Wizard
SV Genomics DNA Purification System.
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centrifugaron (16000g, 10min), descartando el sedimento correspondiente a restos de
tejidos, y mezclando el sobrenadante con 0.7 volimenes de isopropanol para precipitar el
DNA. La mezcla se centrifugd (16000g, 5min), y los sedimentos de DNA se lavaron con 0.6
volimenes de etanol 70%. La suspension se centrifugé (16000g, 5min), retirado el
sobrenadante y dejandolo secar (5-10min). Finalmente, el precipitado de DNA se
resuspendié en 20uL de agua estéril libre de DNAsas a 55°C.

Las muestras con DNA se almacenaron a -80°C. Las secuencias correspondientes
de DNA para identificar los alelos mutados se amplificaron por PCR de acuerdo a las
condiciones detalladas en la Tabla 3.7. Las secuencias de DNA amplificadas se
resolvieron en geles de agarosa 2% en tampon TAE con SYBR Safe y se revelaron

empleando el equipo de imagen Fluor-S Multiimager.

| KO a1B VDCC tipo N || KO RIM1a | Munc13-1 H567K |
Ino et al., 2001 Schoch et al., 2002 Rhee et al., 2002
NP6: 5-TGGCACCTTATGCCT TGCG-3 1774 5' AGAGCATC/ TG-3, 0849: 5-CAGCCTGTTCTTCCCCTCTGTCTTG-3"
NP8: 5-GGTCGAGATGGCTTGCGGGACCCGTTGGGAS | | 1773 5-GCTTCACTTGGCGCT GCATATCTCACS, 1302 5"-GTCCGAGACTCCCGCGTTACATAC-3'
AGN2: 5-GCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAAT-3 1808 5-CAACTGTGGCTGTGCACACTTGCCG-3'
676: 5-GAGCGCGCGCGGCGGAGTTGTTGAC-3'
a1B (-) 600pb RIM1a (-) 300pb WT 383pb
a1B (+) 500pb RIM1a (+) 700pb H567K 460pb
[HL/muestra] [ML/muestra] [ML/muestra]
H20 estéril 11.1 10.3 95
5X GoTaq buffer 4.0 4.0 4.0
MgCl2 25mM 1.2 1.2 2.0
dNTPs 10mM 0.4 04 0.4
Oligos 10uM 0.4 0.5
5uM 1.0
GoTaq Pol (5U/pL) 0.1 0.1 0.1
DNA genémico 2.0 2.0 2.0
94°C, 5min 94°C, 5min 94°C, 3min
94°C, 1min 94°C, 1min 94°C, 30s
62°C, 1min S0 | 62°C, 1min | 30 62°C, 30s 2;'05
72°C, 1min S¢S 72°C. 4min | ciclos 72°C, 1min
72°C, 7min 72°C, 7min 72°C, 7min
4°C, hold 4°C, hold 4°C, hold

Tabla 3.7. Programas y mezclas de PCR para el genotipado de los ratones mutantes empleados.
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V. RESULTADOS



1. POTENCIACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR RECEPTORES
mGLU7

1.1.POTENCIACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR RECEPTORES
mGlu7 EN SINAPTOSOMAS DE CORTEZA CEREBRAL.

Los receptores mGlu7 (Introduccién: 2.2.1.) se localizan en la zona activa presinaptica
de las sinapsis glutamatérgicas, donde actlan como autoreceptores. Estos receptores
reducen la liberacion de glutamato por un mecanismo que implica la inhibicién de los
VDCC por medio de proteinas G triméricas Gi/o sensibles a PTx (Herlitze et al., 1996;
Takahashi et al., 1996, Millan et al., 2002). Sin embargo, la activacion prolongada de los
receptores mGlu7 da lugar a la pérdida de la inhibicién de la liberacién de neurotransmisor
(Pelkey et al., 2005; Martin et al., 2010). Aunque otros autores han propuesto que este
fenbmeno es debido Unicamente a la pérdida de funcidbn de estos receptores como
consecuencia de la internalizacion (Pelkey et al., 2005), nuestro grupo de investigacién ha
demostrado, en sinaptosomas cerebrocorticales, que la pérdida de la inhibicién se debe al
desarrollo de un mecanismo de potenciacion de la liberacion de glutamato que compensa
el mecanismo inhibidor (Martin et al., 2010). De esta manera, la incubacion prolongada de
los sinaptosomas con el agonista L-AP4, en condiciones en las que la liberacion de
glutamato es independiente de la modulacién de los VDCC, produce una potenciacion neta
de la liberacién de neurotransmisor. Este fendmeno depende de la activacion de PLC,
mediante una via de sefializacion resistente a la toxina pertisica y por tanto, que no
implica a proteinas Gi/o. EI DAG generado activa proteinas con dominios de unién a este
segundo mensajero, distintas de PKC, como las proteinas Munc13. Ademas, el tratamiento
de los sinaptosomas con L-AP4 promueve la translocacion de Muncl3 a la membrana de
los terminales presinapticos, proceso que esta relacionado con su activacion (Martin et al.,
2010).

Uno de los objetivos de este trabajo de investigacion fue profundizar en el estudio

de esta nueva via de sefalizacion del receptor mGlu7.

1.1.1. Los inhibidores del metabolismo de DAG reducen el tiempo necesario para el

desarrollo de la potenciacién por receptores mGlu7.

El mecanismo de potenciacion de la liberacion de glutamato por receptores mGlu7
necesita tiempos prolongados de incubacion con el agonista L-AP4 para alcanzar su
magnitud de desarrollo maxima (Martin et al., 2010), lo que sugiere que los receptores
mGIlu7 estan débilmente acoplados a la via de PLC que participa en esta respuesta.

El agonista ortostérico L-AP4 activa todos los receptores metabotrépicos de tipo |ll.

Sin embargo, en sinaptosomas cerebrocorticales de ratones adultos, el Unico receptor
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metabotropico de tipo Il que se expresa y modula la liberacion de glutamato, es el receptor
mGIlu7 (Ladera et al., 2009; Martin et al., 2010). Por lo tanto, la modulacién de la liberacion
observada por la aplicaciéon de altas concentraciones de L-AP4 (1mM), en sinaptosomas
cerebrocorticales de ratones adultos, se debe exclusivamente a la activacién de los
receptores mGlu?7.

La via candnica por la que los receptores mGlu7 inhiben la liberacién de glutamato
es la reduccion de la actividad de los VDCC (Herlitze et al., 1996; Takahashi et al., 1996,
Millan et al., 2002). Para poder estudiar el efecto neto de estos receptores en la
potenciacion de la liberacion, sin la participacidon de los mecanismos de inhibicion,
determinamos la liberacién de glutamato en condiciones en las que no participen los
VDCC. Para ello, empleamos el ionoforo de Ca?* ionomicina, que se inserta en la
membrana plasmatica, provocando la entrada de Ca®* (McMahon y Nicholls, 1991). Asi, el
uso de bajas concentraciones de ionomicina (0-5-1uM) da lugar a un aumento en la
concentracion de Ca®" en los terminales presinapticos, que dispara la exocitosis de
neurotransmisores modulando la maquinaria exocitética. De esta manera, la exocitosis
inducida por ionomicina es independiente de los VDCC, y por tanto, de la inhibicion
ejercida por los mGlu7 (Martin et al., 2010).

La aplicacién de L-AP4 durante 30s, en los sinaptosomas cerebrocorticales, no
potencia la liberacién de glutamato inducida por ionomicina (101+3% sobre el control, n=6,
p>0.05; Fig. 4.1. Ay B; control: 0.57+0.02nmol glu/mg de proteina, n=28). Sin embargo, el
tratamiento con el agonista por tiempos mas largos provoca una potenciacion progresiva
que alcanza su maximo a los 10 minutos de tratamiento con L-AP4 (198+7%, n=6,
p<0.001; Fig.4.1.C,Del).

El hecho de que el fendbmeno de potenciacion se desarrolle lentamente podria
deberse a diversas causas. En primer lugar, podria existir un mal acoplamiento entre los
receptores mGlu7 y la sefializacion no candénica sobre la via dependiente de PLC. Otra
posibilidad podria ser que otras proteinas o mecanismos implicados, localizadas después
de la PLC en la cascada de sefalizacion, requieran tiempos prolongados para desarrollar
su funcion. También podria ser que la generacién de DAG sea rapida, pero que este
segundo mensajero sea degradado rapidamente, retrasando la consecucion de
concentraciones suficientes para activar la via de potenciacién. Existen varios mecanismos
de degradacion de DAG (Fig. 1.7.A), entre los que se encuentra la reaccién catalizada por
la DAG quinasa. Por lo que para inhibir esta via de degradacion se trataron los
sinaptosomas con el inhibidor de la DAG quinasa Il (inh DAG quinasa I, Jiang et al., 2000).

La incubacion con el inhibidor de la DAG quinasa Il (100uM, 45min) permitié que
una aplicacién de L-AP4 breve, de tan sélo 30s, indujese ya una potenciacion significativa

de la liberacién de glutamato (157+4%, n=4, p<0.001; Fig. 4.1. E y F). Sin embargo, este
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Figura 4.1. Los inhibidores del metabolismo del DAG reducen el tiempo necesario para el desarrollo de la
potenciacién de la liberacién de glutamato por el receptor mGlu7. Los sinaptosomas se incubaron con el agonista
de los receptores mGlu7 (1mM, 30s-10min) en (A-D) ausencia y en presencia (E-M) de los inhibidores del metabolismo
de DAG: (E-l) inhibidor de la DAG quinasa Il (100uM, 45min) y (J-M) inhibidor de la DAG lipasa, RHC80267 (100uM,
45min). Después del tratamiento, los sinaptosomas se centrifugaron y resuspendieron para eliminar el agonista. La
liberacion de glutamato acumulada durante 5min (A,C,G,E,J,M) representa la diferencia entre la liberacion inducida por
el iondforo de Ca®", ionomicina (2.5uM), y la liberacién basal en ausencia de ionomicina. Los sinaptosomas control no
se trataron con L-AP4. La modulacién de la liberacién (B,D,F,H,I,K,M) se normalizé respecto a la liberacion inducida por
ionomicina. (1) Los circulos abiertos o rellenos representan la modulacién de liberacion por el tratamiento con L-AP4 en
presencia y en ausencia del inhibidor de la DAG quinasa I, respectivamente. Los datos se expresaron como la media
SEM. NS, p>0.05; * <0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 (test de t de Student).
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inhibidor no alter6 los valores de potenciacion maximos obtenidos a los 10min de
tratamiento (Fig. 4.1. G y H). Por tanto, el inhibidor de la DAG quinasa Il permite alcanzar
el maximo de la potenciacién a partir de los 6min, sin efecto adicional sobre la potenciacion
a partir de los 8 min (p>0.05) y 10 min (p>0.05; Fig. 4.1. I).

Otra enzima que participa en la degradacion del DAG es la DAG lipasa (Fig. 1.7.A).
Para inhibir esta via de degradacion del DAG, se incubaron los sinaptosomas con el
inhibidor de esta enzima, el RHC80267 (Sutherland y Amin, 1982).

El tratamiento de los sinaptosomas con RHC80267 (100uM, 45min) incrementé la
liberacion inducida por la aplicacion de L-AP4 durante 2minutos (159+7%, n=5, p<0.001;
Fig. 4.1. J y K, frente a 119.0+3%, n=8 sin inhibidor), mientras que no afect6 a la
potenciacion por aplicacion del agonista durante 10min (194+9%, n=5, p<0.001; Fig. 4.1.
L y M frente a 198+9%, n=7 sin inhibidor). Por lo tanto, estos resultados demuestran que la
inhibicion de la degradacion del DAG, por medio de la inhibicion de la DAG quinasa y la
DAG lipasa, reducen el tiempo necesario para desarrollar el efecto de potenciacion de la
liberacion de glutamato por los receptores mGlu7. Esto indica que desde los primeros
minutos de la activacion del receptor se genera DAG, aunque este podria no ser suficiente
para activar la via de sefializacién que induce la potenciacion de la liberacién, ya que la
acumulacion de DAG estd altamente controlada por las enzimas que regulan
metabolizacion de este segundo mensajero. Por ello, es posible que las enzimas que
degradan el DAG puedan jugar un papel en el desarrollo y control temporal de los
mecanismos de potenciacion de la liberacion dependientes de DAG. Ademas, el hecho de
que en presencia de inhibidores de la degradacion de DAG se obtenga la misma
potenciacion maxima sugiere que existe un factor limitante que actla después de la

generacion de DAG en la via de sefializacion.

1.1.2. Laactivacion prolongada de los receptores mGlu7 aumenta la interaccién

entre las proteinas Munc13 y RIM.

La proteina Munc13 (Introduccién: 3.2.4.), es esencial para el proceso de liberacién
de neurotransmisores, preparando las SVs para la fusion (Augustin et al., 1999; Rhee et
al., 2002). Para desempefiar esta funcién, Munc13 se transloca a la membrana de la zona
activa por su unién a DAG y forma un complejo triple con las proteinas RIM y Rab3a
(Duluvoba et al., 2005; Adrew-Zwilling et al., 2006). La interaccién de Muncl3 con la
proteina de la zona activa RIM (Introduccién: 3.1.3.) es necesaria para la activacion de
Muncl3, ya que evita la formacion de dimeros autoinhibitorios de Munc13 (Deng et al.,
2011).
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La activacién prolongada del receptor mGlu7 genera DAG, que transloca la
proteina Muncl3-1 a la membrana, activandola (Martin et al., 2010), lo que sugiere la
participacion de esta proteina en el mecanismo de potenciacion de la liberacién de
neurotransmisor dependiente del receptor mGlu7. La translocacion y activacion de Munc13
deberia estar asociada también a un aumento en la interaccién entre Munc13 y RIM. Asi,
analizamos la posible modulacion de la interaccion entre Muncl3 y RIM por el tratamiento
prolongado con L-AP4 en sinaptosomas, mediante experimentos de co-
inmunoprecipitacion.

La incubacion de los sinaptosomas con anticuerpos anti-Muncl13-1, seguida de la
inmunodeteccion de esta proteina Muncl13-1, mostré que el tratamiento prolongado con L-
AP4 no alteré aparentemente la cantidad de Muncl3 inmunoprecipitada, detectada como
una banda de aproximadamente 250kDa (Fig. 4.2. A.). La co-inmunoprecipitacion con
anticuerpos anti-RIM1, seguida del revelado con anticuerpos anti-Muncl3, mostré una
banda que aparentemente también corresponde a la proteina Muncl13-1 (Fig. 4.2.A). Ese
hecho indica que las proteinas Muncl3-1 y RIM1 pueden formar parte de complejos
proteicos en los botones sinapticos de la corteza cerebral, que se mantienen en las
condiciones de solubilizacion y co-inmunoprecipitacion empleadas. Ademas, se incluyeron
controles negativos, realizando la inmunoprecipitacion con la misma cantidad de
anticuerpos irrelevantes que no reconocen ningin epitopo fisiolégico (IgG), para asegurar
que la co-inmunoprecipitacion es especifica. La cuantificacion de la proteina Munc13-1 co-
inmunoprecipitada por anticuerpos anti-RIM1 fue normalizada respecto a la proteina
inmunoprecipitada por anticuerpos anti-Munc13-1, de manera que posibles cambios en la
cantidad de Munc13-1 inmunoprecipitada no influyesen en la cuantificacion de la proteina
co-inmunoprecipitada. Asi, se observé un aumento en la cantidad de proteina Muncl3 co-
inmunoprecipitada por el tratamiento con L-AP4 (140+6%, n=3, p<0.01; Fig 4.2.B). Por lo
tanto, este resultado apoya la participacion de Muncl3 en el mecanismo de potenciacidon

de la liberacion de glutamato dependiente de los receptores mGlu7.
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Figura 4.2. La activacién prolongada del receptor mGlu7 aumenta la interaccion entre las proteinas Munc13-1y
RIM1. Los sinaptosomas se trataron con el agonista de los receptores mGlu7, L-AP4 (1mM, 10min), se solubilizaron e
inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-Flag (control negativo con epitopo no fisiolégico; 3.5 ug; IP: 1gGr), anti-
Munc13-1 (3.5 ug; IP: Muncl13-1) o anti-RIM1 (3.5 ug; IP: RIM1). (A) Los extractos inmunoprecipitados (IP) y los
crudos (muestra sin inmunoprecipitar) se analizaron por inmunotransferencia (IB) empleando anticuerpos anti-Munc13-
1 de raton. (B) Cuantificacion de la co-inmunoprecipitacion de Muncl3 (Muncl3 IP) con anticuerpos anti-RIM,
expresada como relacién frente a la inmunoprecipitacion de Munc13-1 y normalizada al valor de intensidad integrada
de los controles sin tratar. Los datos se expresaron como la media + SEM de tres experimentos diferentes. **, p<0.01
(test de t de Student).
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1.1.3. La activacidon prolongada de los receptores mGlu7 incrementa el nUmero de

SVs cercanas a la zona activa

La proteina Muncl3 participa en el proceso de preparacion de las SVs para su
liberacion (Augustin et al., 1999; Rhee et al.,, 2002), asociado a la colocacion de las
vesiculas muy cerca de la membrana de la zona activa (Imig et al., 2014). Por esta razon,
analizamos si la activacion prolongada de los receptores mGlu7 aproxima las SVs
sinapticas a la zona activa presinaptica. Para estudiar estos fenémenos, analizamos la
distribucién de las SVs en los sinaptosomas, por medio de microscopia electrénica de
transmision, midiendo la distancia de la membrana de las SVs a la membrana de la zona
activa.

El tratamiento prolongado de los sinaptosomas con L-AP4 incrementé el
porcentaje de SVs situadas a menos de 10nm de la membrana de la zona activa
(8.8+0.6%; n=101, Fig. 4.3. By E) frente a los sinaptosomas control (3.0+0.4%; n=106; Fig.
4.3. Ay E), aunque no indujo cambios en el nimero total de SVs de los terminales en el
plano analizado (control: 29.7+2.0%; L-AP4:. 31.6+1.9%; Fig. 4.3.C). Ademas, el
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Figura 4.3. La activacién prolongada del receptor mGlu7 incrementa el nimero de SVs préximas a la
membrana de la zona activa. Micrografias electrénicas de (A) sinaptosomas control y (B) de sinaptosomas
tratados 10min con L-AP4 (1mM) con amplificaciones de las zonas activas insertadas. Barra de escala 150nm.
Cuantificacion de: (C) el nimero total de SVs por zona activa, (D) el porcentaje de SVs a menos de 50nm de la
membrana de la zona activa, (E) el porcentaje de SVs en relacion a su distancia a la zona activa (distribuidas en
intervalos de 10nm). Los datos se expresaron como la media = SEM. NS, p>0.05; * <0.05; **, p<0.01; *** p<0.001
(test de t de Student), comparados con el correspondiente valor de los controles. n representa el nimero de zonas
activas estudiadas de dos preparaciones de sinaptosomas diferentes.
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tratamiento con L-AP4 no modificé el porcentaje de SVs a menos de 50nm (control:
25.6x1.2% frente a L-AP4: 27.7+1.2%; Fig. 4.3.D), sugiriendo que el incremento en la
proporciéon de SVs a menos de 10nm de la zona activa es debido a la redistribucion y
acercamiento de las SVs proximas a la membrana de la misma. Por lo tanto, estos
resultados apoyan la participacion de mecanismos que promueven la preparacion de las
SVs para la fusion, en los que podria patrticipar la proteina Muncl3, en la potenciacion de

la liberacién de glutamato por la activacién prolongada de los receptores mGlu7.

1.1.4. Potenciacion de la liberacion de glutamato por receptores mGlu7 en

terminales con canales de calcio de tipo Ny P/Q

La liberacion del neurotransmisor glutamato depende principalmente de la accién
de los VDCC de tipo P/Q (a1 Cav2.1) y N (a1 Cav2.2; Olivera et al., 1994; Dunlap et al.,
1995; Turner y Dunlap, 1995; Vazquez y Sanchez-Prieto, 1997). Aunque se ha propuesto
gue en las sinapsis maduras la dependencia de los canales P/Q es de mayor importancia
(Wu et al., 1999; Millan et al., 2002b; Fedchyshyn y Wang, 2005; Gonzalez-Inchauspe et
al., 2007), también se ha descrito la permanencia de un componente dependiente de los
canales N en sindpsis maduras de la corteza cerebral (Iwasaki et al., 2000; Vazquez y
Sanchez-Prieto, 1997; Milldn et al., 2002a, 2003). Por otra parte, a pesar de que los
canales N y P/Q muestran una distribucion heterogénea en terminales presinapticos
inmaduros, en sinaptosomas de corteza cerebral, se ha descrito la segregacién de estos
VDCC en distintas subpoblaciones de terminales presinapticos (Millan et al., 2002a, 2003).
Ademas, se ha demostrado que en sinaptosomas cerebrocorticales los canales de tipo N
estan acoplados de manera menos eficiente a la exocitosis de glutamato que los canales
P/Q (Millan et al., 2003; Ladera et al., 2009).

En sinaptosomas cerebrocorticales de rata adulta, la expresion de los receptores
mGlu7, asi como su accion de inhibicion de la liberacién de glutamato, estan restringidas a
terminales con canales de tipo N (Millan et al., 2002a, 2003). Por lo tanto, es posible que
también exista una asociacion de la potenciacion de la liberaciébn de glutamato
dependiente de los receptores mGlu7 a la subpoblacion de terminales que expresan
canales N, que podrian constituir un mecanismo compensatorio del peor acoplamiento de
estos canales a la exocitosis. Sin embargo, en sinaptosomas de hipocampo el receptor
mGIlu7 inhibe la liberacion de glutamato, tanto en terminales que expresan canales N,
como en botones presinapticos que expresan canales P/Q (Martin et al., 2008). Por lo
tanto, el estudio de la potenciacion de la liberacion por receptores mGlu7 en sinaptosomas
de hipocampo nos permitird conocer si esta accion del receptor esta restringida segun el

tipo de VDCC del boton sinaptico. Por otro lado, si la potenciacion se desarrolla tanto en
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terminales sinapticos con VDCC de tipo N, como del tipo P/Q, podria sugerir una mayor

relevancia fisiologica de esta respuesta del receptor mGlu7 en hipocampo.

1.1.4.1.La potenciacion de la liberacion de glutamato por el pretratamiento con L-
AP4 es especifica de la activacion de los receptores mGlu7 e independiente
de los VDCC.

Para estudiar la potenciacion de la liberacion de glutamato dependiente de los
receptores mGlu7, sin la participacion de los mecanismos inhibidores descritos para este
receptor, empleamos el ionéforo de Ca®* ionomicina (Martin et al., 2010; apartado 1.1.1).
Para confirmar que la potenciacion por el tratamiento prolongado con el agonista L-AP4 no
implica la modulacién de los VDCC, empleamos los blogueantes respectivos de los
canales de tipo P/Q y N, w-conotoxina-GVIA y w-agatoxina-IVA. Asi, observamos que el
tratamiento simultaneo de los sinaptosomas con w-conotoxina-GVIA (2uM) y w-agatoxina-
IVA (200nm) no afectd (p>0.05) al desarrollo de la potenciacidén de la liberacion tras el
tratamiento con L-AP4 (1mM, 10min) (179.1+5.0%, n=10, p<0.001 frente a 196.5+10.4%,
n=6, p<0.001 en ausencia de las toxinas; Fig. 4.4. A, B y C). Este resultado indica que la
entrada de Ca®" inducida por la ionomicina provoca una liberacién de glutamato
independiente de los VDCC de tipo N y P/Q y de su modulacién.

El agonista ortostérico L-AP4 activa todos los receptores metabotrdpicos de grupo
Ill. Dado que los sinaptosomas cerebrocorticales de ratones adultos sélo expresan los
receptores mGlu7 (Ladera et al., 2009; Martin et al., 2010), la accion de este farmaco en

esta preparacion soélo activa los receptores mGlu7. Para asegurarnos de que la
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Figura 4.4. La potenciacion de la liberacion de glutamato por receptores los mGlu7 es independiente de la
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determin6 en sinaptosomas control y tratados con L-AP4 (1mM, 10min). Después del tratamiento, los sinaptosomas
se centrifugaron y resuspendieron para eliminar el agonista. Los sinaptosomas control no se trataron con el
agonista. Las toxinas bloqueantes de los VDCC, w-Aga-IVA (200nm) y w-CoT-GVIA (2uM), se afiadieron dos
minutos antes de la aplicacion de la ionomicina. (B) Diagramas de la liberacién de glutamato inducida por
ionomicina. El inhibidor MMPIP (30uM) se afiadi6 20 minutos antes del tratamiento con L-AP4. (C) Efecto del L-
AP4 sobre la liberacion de glutamato, normalizada frente a la liberacion inducida por ionomicina en ausencia del
agonista. Los datos se expresaron como la media = SEM. NS, p>0.05; p<0.001 (test de t de Student), frente a los
respectivos controles.
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potenciacion de la liberacién observada depende de la activacion de los receptores mGlu7,
empleamos el inhibidor especifico de estos receptores, MMPIP (Suzuki et al., 2007). El
tratamiento de los sinaptosomas con MMPIP (30uM, 30min) anulé la potenciacién inducida
por el tratamiento con L-AP4 (105+£5%, n=5, p>0.05; Fig. 4.4. B y C), demostrando que

este mecanismo es dependiente de la activacion especifica de los receptores mGlu?.

1.1.4.2.En el hipocampo, la potenciacidon dependiente de mGlu7 se observa tanto en

botones sinapticos con canales tipo N, como en botones con canales tipo

P/Q.

Dado que en sinaptosomas de hipocampo el receptor mGlu7 inhibe la liberacion de
glutamato en terminales con canales P/Q (Martin et al., 2008), quisimos determinar Ssi
estos mismos botones sinapticos desarrollan también la respuesta potenciadora del este
receptor.

El tratamiento con L-AP4 (1mM, 10min) de los sinaptosomas de hipocampo a
concentraciones de Ca®" fisiolégicas (1.33mM) provocé un aumento en la liberacién de
glutamato inducida por ionomicina (196.5+9.6%, n=4, p<0.01; Fig. 4.5. A,By C).

Los ésteres de forbol son analogos del DAG que potencian la liberacion de
glutamato en sinaptosomas. Esta potenciacibn muestra una dependencia de la
concentracion extracelular de Ca®*, que se relaciona con la expresién de canales de N o
P/Q en distintas subpoblaciones de terminales presinapticos (Martin et al., 2011). Puesto
gue el mecanismo implicado en la potenciacién de la liberacion de glutamato por
receptores mGlu7 es similar a la potenciacion por ésteres de forbol (Martin et al., 2011),
decidimos estudiar si la potenciacion por este receptor es también dependiente de la
concentracién de Ca”* extracelular.

El tratamiento con L-AP4 de los sinaptosomas de hipocampo a bajas
concentraciones de Ca®" extracelular, [Ca®']e, (0,1mM), potencié la liberacién de glutamato
(173.9+11.4%, n=10, p>0.001; Fig. 4.5. B y C), mientras que a concentraciones
intermedias de este i6n (0.5mM), no se observé la potenciaciéon (107.3+£7.6%, n=4, p>0.05;
Fig. 4.5. B y C). Teniendo en cuenta el mejor acoplamiento a la exocitosis de los canales
de tipo P/Q, en comparacién con los canales de tipo N, la potenciacion que se observa a
1.33mM y 0.1mM Ca?*, podria estar asociada a botones sinapticos con canales de tipo N y

P/Q, respectivamente.
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Figura 4.5..Los receptores mGlu7 co-localizan con los canales de tipo N y P/Q en hipocampo y potencian la
liberacion a [Caz*le de 1.33 y 0.1mM. (A) Liberacién de glutamato inducida por ionomicina (2uM) a la concentracion
extracelular de Ca”* 1.33mM, en sinaptosomas control y tratados con L-AP4 (1mM,10min). Después del tratamiento,
los sinaptosomas se centrifugaron y resuspendieron para eliminar el agonista. Los sinaptosomas control no se
trataron con el agonista (B) Diagramas de la liberacion de glutamato inducida por ionomicina a distintas
concentraciones de Ca”" extracelular. (C) Efecto del L-AP4 sobre la liberacién de glutamato, normalizada frente a la
liberacion inducida por ionomicina en ausencia del agonista. Los datos se expresaron como la media £+ SEM. NS,
p>0.05; *** p<0.001 (test de t de Student), frente a los respectivos controles. (D-1) Dobles marcajes de los
sinaptosomas con anticuerpos contra los receptores mGlu7a y canales Cav2.1. (VDCC tipo P/Q) o Cav2.2. (tipo N).
Los detalles muestran las regiones sefialadas con flechas a mayor aumento. Barra de escala 10nm. (J) Diagrama del
porcentaje de co-localizacion de los VDCC con los receptores mGlu7a.

Para abordar esta hipotesis, empezamos estudiando la expresion de los receptores
mGIu7 en terminales sinapticos de hipocampo con canales de tipo P/Q, o con canales tipo
N, mediante el marcaje por inmunoflorescencia de estas proteinas. En experimentos de
marcaje doble con anticuerpos contra mGlu7 y contra los respectivos VDCC (a;A Cav2.1y
a,B Cav2.2, para los canales de tipo P/Q y N, respectivamente), encontramos que el
52.4+2.4% de los sinaptosomas que expresan los receptores mGlu7 co-expresan canales
de tipo P/Q (3004 sinaptosomas de 36 campos; Fig. 4.5. D, E, F, J), mientras que sé6lo un
32.7£1.9% de los botones que expresan estos receptores, expresan también canales de
tipo N (2396 sinaptosomas de 36 campos; Fig. 4.5. G, H, |, J). Por tanto, en la preparacion
de hipocampo, los receptores mGIu7 se expresan tanto en terminales sinapticos con
canales de tipo P/Q, como en botones sinapticos con canales de N.

Para determinar si la dependencia de la [Ca®']. de la potenciacién por mGlu7 se

corresponde con la co-expresién de los mGlu7 con los distintos VDCC, empleamos el
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Figura 4.6.. Los receptores mGlu7 co-localizan con los canales de tipo P/Q en hipocampo del ratén KO para
los canales de tipo N 'y sélo potencian la liberacion a bajas [Ca®']e (0.1mM). (A) Liberacion de glutamato inducida
por ionomicina (2uM) a la concentracion extracelular de Ca** de 1.33mM, en sinaptosomas control y tratados con L-
AP4 (1mM,10min), en presencia y en ausencia de toxina pertdsica (PTX, 1.5ug/mL durante 2h). Después del
tratamiento, los sinaptosomas se centrifugaron y se resuspendieron para eliminar el agonista. Los sinaptosomas
control no se trataron con el agonista. (B) Diagramas de la liberacién de glutamato inducida por ionomicina a distintas
concentraciones de Ca®* extracelular. (C) Efecto del L-AP4 sobre la liberacién de glutamato, normalizado frente a la
liberacién inducida por ionomicina en ausencia del agonista. Los datos se expresaron como la media + SEM. NS,
p>0.05; *, p<0.05; **, p<0.01 (test de t de Student), frente a los respectivos controles. (D-l) Dobles marcajes de los
sinaptosomas con anticuerpos contra los receptores mGlu7a y canales Cav2.1. (VDCC tipo P/Q) o Cav2.2. (tipo N).
Los detalles muestran las regiones sefialadas con flechas a mayor aumento. Barra de escala 10nm. (J) Diagrama del
porcentaje de co-localizacién de los VDCC con los receptores mGlu7a.

raton carente de los canales de tipo N (Ca,2.2 KO, Ino et al., 2001), en el que la liberacién
de glutamato depende enteramente de los canales de tipo P/Q (Martin et al., 2008; Ladera
et al.,, 2009). En sinaptosomas de hipocampo de estos ratones, a concentraciones
fisiolégicas de Ca®" de 1.33mM, la aplicacién prolongada de L-AP4 (1mM, 10min), no
potencié la liberacion de glutamato, sino que se observé una inhibicion (67.3+4.9%, n=10,
p<0.001; Fig. 4.6. A, B y C). Esta inhibicién se anul6 tras la incubacion con toxina
pertusica, PTx, (93.2+4.7%, n=6, p>0.05; Fig. 4.5. A, By C) por lo que este mecanismo de
inhibicion es dependiente de proteinas Gi/o. Sin embargo, a concentraciones bajas de
[Ca?']e (0.1mM), si se observa la potenciacién de la liberacién por el tratamiento con L-AP4
(173.3+13.2%, n=8, p<0.05; Fig. 4.6. B y C). Por ultimo, a concentraciones de Ca?'
intermedias (0.5mM) tampoco se desarrolld la potenciacién (105.2+4.7%, n=6, p>0.05;
Fig. 4.5. By C). El estudio de la expresién de los receptores mGlu7 en los sinaptosomas

de hipocampo del Cav2.2 KO, mostré que el 66.7+1.0% de los terminales que expresan
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receptores mGlu7 co-expresan canales de tipo P/Q (2075 sinaptosomas de 38 campos;
Fig 4.6.D, E, F y J). Como era esperable, sélo un 2.2+0.3% de los botones mostraron
marcaje, probablemente inespecifico, de los canales de calcio del tipo N y de los
receptores mGlu7 (2453 sinaptosomas de 35 campos; Fig 4.6.G, H, | y J).

Por lo tanto, es probable que la concentracién de Ca?' fisiolégica ocluya la
potenciacidn por receptores mGlu7 en los botones sinapticos hipocampales con canales
de calcio de tipo P/Q, y que la potenciacién observada a bajas [Ca®']. probablemente
refleje el mejor acoplamiento de estos canales P/Q a la exocitosis (Millan et al., 2003;
Ladera et al., 2009) .

Siguiendo este razonamiento, la potenciacién observada a 1.33mM de [Ca®]. en
los sinaptosomas de ratones de genotipo silvestre o wild type, que se pierde en los
sinaptosomas procedentes de raton KO para Ca,2.2, probablemente se corresponda con
la potenciacién por mGlu7 en botones sinapticos con canales de tipo N. Dado que estos
canales estan peor acoplados a la exocitosis (Millan et al., 2003; Ladera et al., 2009),
cuando la [Ca®]. es inferior a la fisioldgica, la entrada de Ca®* por estos canales podria no
ser suficiente para activar la maquinaria exocitética y disparar el proceso de fusién
vesicular.

El hecho de que la magnitud de la potenciacién por receptores mGlu7 sea similar a
[Ca?*']e de 1.33mM y 0.1mM, probablemente refleja que no se producen simultaneamente
la contribucion a la liberacion de las subpoblaciones de terminales sinapticos con canales
P/Q y N. Es posible que la sensibilidad al Ca®" de las proteinas implicadas en el
mecanismo de potenciacion sea distinta entre terminales con canales N y P/Q, de manera
que a 1.33mM de [Ca*]. la via de potenciacién por mGlu7 esté ocluida en terminales que
expresan canales P/Q.

Para comprobar esta hipétesis, estudiamos el efecto del inhibidor de proteinas que
unen DAG, Calfostina C, que inhibe totalmente la potenciacion por mGlu7 (Martin et al.,
2010) y por andlogos de DAG (Martin et al., 2011). En estos experimentos encontramos
que la Calfostina C (0.1uM, 30min) redujo la liberacién control (p<0.01), en ausencia del
tratamiento con L-AP4 a concentraciones de Ca?" extracelular de 0.5mM
(0.39+0.02nmoles glu/mg; n=8 frente a 0.27+0.02nmoles glu/mg; n=8 en presencia de
Calfostina C), mientras que a concentraciones de 0.1mM no tuvo efecto (p>0.05;
0.26£0.02nmoles glu/mg; n=5 frente a 0.27+0.01nmoles glu/mg; n=4 en presencia de
Calfostina C). Estos resultados sugieren que, en los terminales sinapticos con canales
P/Q, concentraciones de Ca®" iguales o superiores a 0.5mM, potencian ténicamente la
liberacion, y esto ocluye una potenciacién adicional por mGlu7, mientras que a 0.1mM de
[Ca?']e no se observa esta potenciacién ténica por Ca®" y, por tanto, no hay oclusion,

permitiendo el desarrollo de la potenciaciéon por mGlu7.
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1.1.4.3.En la corteza cerebral, la potenciacién dependiente de mGlu7 s6lo se observa

en botones sinapticos con canales de tipo N.

En sinaptosomas de corteza cerebral, el pretratamiento con L-AP4 (1mM, 10min)
incremento la liberacién de glutamato a [Ca?']e de 1.33 mM (196.5+10.0%, n=6, p<0.001;
Fig. 4.7. AB y C). Sin embargo, no se observé efecto alguno ni a [Ca®*]. de 0.5mM
(104.5+5.7%, n=7, p>0.05; Fig. 4.6. By C) ni a 0.1mM (104.1+7.0%, n=10, p>0.05; Fig.
4.7.ByC).

El marcaje por inmunofluorescencia de los sinaptosomas con anticuerpos contra el
receptor mGlu7 y contra los VDCC de tipo N y P/Q, mostré que los receptores mGlu7 se
expresan mayoritariamente (69.6+1.8%) en los terminales de corteza cerebral que co-
expresan los canales de tipo N (1855 sinaptosomas de 39 campos; Fig 4.7.G, H, | y J),
mientras que estos receptores sélo se expresan en un 6.9+0.9% de los terminales que co-
expresan canales de tipo P/Q (2441 sinaptosomas de 38 campos; Fig 4.7.D, E, F y J). Por
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N). Los detalles muestran las regiones sefaladas con flechas a mayor aumento. Barra de escala 10nm. (J)

Diagrama del porcentaje de co-localizacion de los VDCC con los receptores mGlu7a.
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lo tanto, la potenciacién de la liberacién de glutamato por mGlu7 es debida probablemente
a los terminales sinapticos con canales de tipo N, que es la subpoblacién de botones que
expresan mayoritariamente estos receptores.

Para corroborar estos resultados, estudiamos la funcién y expresion de mGlu7 en
sinaptosomas de corteza cerebral del ratén KO de Ca,2.2 (Ino et al., 2001). En este caso,
no se observé potenciacion por L-AP4 (1mM, 10min), ni a [Ca®']e de 1.33mM (101.3+3.0%,
n=8, p>0.05; Fig. 4.8. A, By C), ni a 0.5mM (108.9146.1%, n=6, p>0.05; Fig. 4.8. By C), ni
a 0.1mM (98.5+4.6%, n=12, p>0.05; Fig. 4.8. By C).

En experimentos de inmunofluorescencia se observé que los receptores mGlu7 se
expresan en un 69.3+1.3% de los terminales que co-expresan canales de tipo P/Q (2483
sinaptosomas de 38 campos; Fig 4.8.D, E, F y J), mientras que estos receptores no co-
existen (1.7+£0.4%) con VDCC de tipo N (2793 sinaptosomas de 39 campos; Fig 4.8. G, H,

A CORTEZA KO Cav2.2. Ca?1.3 mM B L-AP4 L-AP4 L-AP4 [o: L-AP4
Control Tratamiento L-AP4 - * - F - *
~ 104 = — 1.0 =
o
E g £ 204
o ° [=]
£
£ £ £
2 Y NS £ 151
g @ £ &
5051 £ £ 054 NS |
) k] 3 o 1.0
2 5 P NS 3
g 5 c &
2 = el ‘G 054
@ l 8 g
g 3 8
5 0.0 3 00 = o0
0 1.3mM 0.5 mM 0.1 mM ot
Tiempo (min) Time (min) Ca* Ca* Ca> J\‘G&'

J
0 807
@
g e
20 60
s E
—_n
RL
o=
3% o
S8
=
2 3
Py
c $ 20
o e
0 o
QL o
£o
i
—
SRS
™ P
Ca2.2. (N Q
a, (N) ‘(\Qo &S

Figura 4.8..Los receptores mGlu7 co-localizan con los canales de tipo P/Q en la corteza cerebral del raton KO
para los canales de tipo N, pero no potencian la liberacién. (A) Liberacién de glutamato inducida por ionomicina
(2uM) a la concentracion extracelular de Ca®* de 1.33mM, en sinaptosomas control y tratados con L-AP4
(AdmM,10min). Después del tratamiento, los sinaptosomas se centrifugaron y se resuspendieron para eliminar el
agonista. Los sinaptosomas control no se trataron con el agonista (B) Diagramas de la liberacién de glutamato
inducida por ionomicina a distintas concentraciones de Ca®" extracelular. (C) Efecto del L-AP4 sobre la liberacién de
glutamato, normalizado frente a la liberacion inducida por ionomicina en ausencia del agonista. Los datos se
expresaron como la media £+ SEM. NS, p>0.05 (test de t de Student), frente a los respectivos controles. (D-l) Dobles
marcajes de los sinaptosomas con anticuerpos contra los receptores mGlu7a y canales Cav2.1. (VDCC tipo P/Q) o
Cav2.2. (tipo N). Los detalles muestran las regiones sefialadas con flechas a mayor amplificaciéon. Barra de escala
10nm. (J) Diagrama del porcentaje de co-localizacién de los VDCC con los receptores mGlu7a.
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I'y J). Por lo tanto, aunque en los sinaptosomas de corteza del KO para los canales Cav2.2
los receptores mGIlu7 se expresan en botones con canales de tipo P/Q, la activacion
prolongada del receptor no da lugar al desarrollo de mecanismos de potenciacion. Dado
gue estos mecanismos de potenciacion no dependen de la modulacion de los VDCC (Fig.
4.4), el hecho de que se desarrollen solamente en una subpoblacion de terminales con
canales de tipo N, probablemente se deba a otras caracteristicas de los terminales que
expresan este tipo de canales de calcio.

Por lo tanto, los resultados obtenidos demuestran que en sinaptosomas de corteza
cerebral, los mecanismos de potenciacion dependientes mGlu7 soélo se desarrollan en
terminales que expresan canales de tipo N, no solo porque son los Unicos en los que se
expresa el receptor, sino probablemente por las caracteristicas intrinsecas de esa

subpoblacién de terminales presinapticos.

1.2. ESTUDIOS DE ELECTROFISIOLOGIA DE LA POTENCIACION DE LA
LIBERACION DE GLUTAMATO POR RECEPTORES METABOTROPICOS DE
TIPO lIl EN CULTIVOS AUTAPTICOS DE NEURONAS HIPOCAMPALES.

El mecanismo de potenciacion de la liberaciébn de neurotransmisores por la
activacion prolongada de los receptores mGlu7 sélo ha sido estudiado en sinaptosomas de
corteza cerebral determinando la liberacion de glutamato (Martin et al., 2010). Por lo tanto,
quisimos estudiar estos mecanismos en neuronas, empleando para ello cultivos autapticos
de neuronas de hipocampo. En este tipo de cultivo, una Unica neurona aislada crece sobre
una isla de astrocitos. En estas condiciones, la neurona aislada establece sinapsis consigo
misma (denominadas autapsis), de manera que las técnicas de electrofisiologia permiten
estimular y registrar la respuesta en la misma neurona. Este modelo ha sido ampliamente
usado para estudiar la funcion de proteinas presinapticas de la maquinaria exocitética,
como Muncl3 (Rhee et al., 2002), por lo que supone un interesante sistema para estudiar
la potenciacion de la liberacion de glutamato por receptores mGlu7, que posiblemente
dependa de la modulacion de esta proteina. Estos experimentos se realizaron en cultivos
autapticos hipocampales (13-17DIV), manteniendo las neuronas en fijacién de voltaje en

configuracion de célula completa (voltaje clamp, whole-cell) a -70mV.

1.2.1. Reversion de lainhibicion de la liberacion inducida por despolarizacion por la

activacion prolongada de los receptores metabotrépicos de tipo |ll.

Los receptores metabotrépicos del grupo Il se expresan en el hipocampo (Oishi et
al., 1995; Shigemoto et al., 1997a; Kinoshita et al.. 1998; Malherbe et al., 1999; Corti et al.,
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2002), donde ha sido ampliamente estudiada su accién presinaptica de inhibiciéon de la
liberaciéon de neurotransmisores, tanto en neuronas glutamatérgicas (White et al., 1979;
Harris y Cotman, 1983; Basky et al., 1991; Bushell et al., 1996; Dietrich et al. 1997; Macek
et al., 1996; Zhai et al., 2002; Capogna 2004; Pelkey et al., 2005), como en neuronas
GABAérgicas (Semyanov y Kullman, 2000; Kogo et al., 2004; Rusakov et al., 2004; Klar et
al., 2015).

Dado que en los cultivos primarios de neuronas, obtenidos por la disgregacion del
hipocampo, no es posible identificar los tipos de neuronas en los que ha sido descrita
previamente la expresion de estos receptores, determinamos en primer lugar la presencia
de estos receptores mediante la perfusion del agonista, L-AP4 (200uM). Se usaron altas
concentraciones del agonista, con el fin de activar los receptores mGlu7, que exhiben baja
afinidad por este agonista (Schoepp et al, 1999). Se estudi6 el efecto de L-AP4 sobre la
liberacion de neurotransmisor inducida la despolarizacion de la membrana plasmética de -
70 a OmV durante 2ms, tanto en neuronas glutamatérgicas (EPSC), como neuronas
GABAérgicas (IPSC), diferencidndolas por el tiempo de caida (decay time) de las
correspondientes respuestas, claramente muy superior en el caso de las neuronas
GABAérgicas (Fig. 4.9.A frente a Fig.4.10.A).

Asi, encontramos que un 54.1% (n=112 de 207 neuronas glutamatérgicas; Fig.
4.9.D) de las neuronas glutamatérgicas estudiadas no mostraron ningun efecto de
modulacion de la amplitud de los EPSCs por la aplicacion de L-AP4 (0.95 #0.03,
normalizada frente los EPSCs basales en ausencia del farmaco; p>0.05; Fig. 4.7. A By
C). Sin embargo, un 45.9% (n=95) de las neuronas glutamatérgicas estudiadas muestran
una disminucion en la amplitud de los EPSC (0.56 +0.02; p<0.001; Fig. 4.9. C, Fy G)
durante la perfusion de L-AP4, que fue revertida rapidamente por el lavado del farmaco
(0.90 £ 0.03; p<0.05; Fig. 4.9. Fy G). Por lo tanto, los receptores metabotrdpicos de tipo llI
se expresan en una subpoblaciéon de neuronas glutamatérgicas en los cultivos autapticos
hipocampales. Cabe destacar que la inhibiciéon de los EPSC por la aplicacion de L-AP4 es
muy variable (Fig. 4.9.C), indicando que la accién de los receptores mGlulll varia
enormemente entre los distintos tipos de neuronas glutamatérgicas de los cultivos
autapticos de hipocampo. Ademas, encontramos que la amplitud basal de los EPSC antes
de aplicar el L-AP4, es significativamente menor (p<0.001) en la neuronas sensibles al
farmaco (2.41+0.11 nA; Fig. 4.9.E) en comparacién con las que no responden al mismo
(3.08+£0.16 nA; Fig. 4.9.E). Por lo tanto, las neuronas que desarrollan la inhibiciéon por
accion de receptores mGlu7 presentan menos liberacion inducida por despolarizacion que
las que no expresan estos receptores.

Dado que nuestro objetivo fue estudiar los mecanismos de potenciacion asociados
a estos receptores, y que estos fendmenos se desarrollan progresivamente por la

activacion prolongada del receptor (Fig. 4.1), quisimos estudiar el efecto en la
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Figura 4.9. La activacién prolongada de receptores metabotropicos del grupo lll revierte la inhibicion de la
liberacion inducida en neuronas glutamatérgicas. Las neuronas se estudiaron en fijacion de voltaje en
configuracion de célula completa a -70mV, tras la despolarizacion a OmV durante 2ms. (A y B) Ausencia de efecto
sobre los EPSCs de la apliacion breve de L-AP4 (200uM, 30s). Los datos se normalizaron respecto al control
antes del tratamiento con el agonista. (C) Inhibicién normalizada de cada neurona. (D) Proporcién de neuronas
glutamatérgicas que responden a la aplicacion breve de L-AP4 en cultivos autapticos de hipocampo, (E)
Comparacion de la amplitud basal de los EPSCs entre las neuronas glutamatérgicas sensibles e insensibles a L-
AP4. (F y G) Efecto inhibidor de la amplitud de los EPSCs por la aplicacién breve de L-AP4. Los datos se
normalizaron frente al control antes del tratamiento con el agonista. (H) Inhibicién sostenida de los EPSCs
durante la aplicacion prolongada de L-AP4 (200uM, 15min). (1) Reversion de la inhibicién de los EPSC durante la
aplicacion prolongada de L-AP4. Los datos se expresaron como la media + SEM. NS, p>0.05; ***, p<0.001 (test
de t de Student).
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neurotransmision de la perfusion sostenida de altas concentraciones de L-AP4. Estos
ensayos se realizaron sélo en las neuronas que mostraron sensibilidad a una aplicacién
breve del farmaco (Fig. 4.9. F y G). Encontramos que, en algunas de las neuronas
glutamatérgicas estudiadas, la aplicacion prolongada de L-AP4 mostré una inhibicion
sostenida de los EPSC (Fig. 4.9. H; n=10). Sin embargo, en otra subpoblacién de
neuronas glutamatérgicas, la inhibicion de los EPSC por la aplicacién del farmaco se
revertid durante la aplicacién prolongada del mismo (Fig. 4.9. I; n=8).

Los resultados previos obtenidos en sinaptosomas se han centrado en la modulacion de la
liberacion de glutamato (Martin et al., 2010). Dado que los receptores mGlu7 también
estdn presentes en neuronas GABAérgicas, donde actian como heteroreptores
(Semyanov y Kullman, 2000; Kogo et al., 2004; Rusakov et al., 2004; Klar et al., 2015),
decidimos estudiar el efecto de L-AP4 sobre las neuronas GABAérgicas en los cultivos
autapticos de hipocampo. En esta preparacion encontramos que un 20.4% (n=11 de las 54
neuronas GABAEérgicas estudiadas; Fig. 4.10.D) de las células no mostraron alteraciones
en los IPSC tras una aplicacion breve de L-AP4 (0.95 £0.06; Fig. 4.10. A, B y C). Sin
embargo, la mayoria de las neuronas (79.6%; n=43) sufrieron una disminuciéon en la
amplitud de sus IPSCs durante la aplicacion del agonista (0.44 +£0.05; p<0.001; Fig. 4.10.
C, F, G), que desapareci6 tras el lavado del farmaco (0.82 £0.04; p>0.05; Fig. 4.10. Fy G).
Es resefiable que la magnitud de la inhibicion es muy variable entre las distintas neuronas
(Fig. 4.10.C), de manera similar a lo que ocurria con las neuronas glutamatérgicas. La
comparacion de los IPSCs basales antes del tratamiento con el L-AP4, no mostré
diferencias significativas (p>0.05) entre las células sensibles al agonista (5.09+0.33 nA,
Fig. 4.10.E) y las que no desarrollan inhibicion (5.78+0.87 nA; Fig. 4.10.E). Ademas, la
magnitud de la inhibicion en las neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas sensibles a L-
AP4, fue similar (p>0.05; Fig. 4.10.1).

Ademds, determinamos el efecto de la activacién prolongada de los receptores
mGlulll en neuronas GABAérgicas, encontrando que la perfusion prolongada de L-AP4
indujo la reversion de la inhibicién inicial de los IPSCs (n=5; Fig. 4.10. H). Es importante
destacar que, a diferencia de los dos comportamientos distintos encontrados en neuronas
glutamatérgicas, (Fig. 4.9, H e I), todas las neuronas GABAérgicas que maostraron

sensibilidad al agonista, desarrollaron la reversion de la inhibicién de los IPSCs.

1.2.2. La activacién prolongada de los receptores metabotrépicos del grupo lli

incrementa la frecuencia de la liberacién espontanea.

La pérdida de la accion inhibidora sobre la liberacién inducida mediada por los
receptores metabotropicos del grupo Il podria deberse a la desensibilizacion e

internalizacién de dichos receptores tras su activacion prolongada (Pelkey et al., 2005).
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Figura 4.10. La activacion prolongada de receptores metabotrépicos del grupo lll revierte la inhibicién de la
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sobre los IPSCs de la aplicacién breve de L-AP4 (200uM, 30s). Los datos se normalizaron frente al control antes del
tratamiento con el agonista (C) Inhibicion normalizada de cada neurona. (D) Proporcion de neuronas GABAérgicas
que responden a la aplicacién breve de L-AP4 en cultivos autapticos de hipocampo. (E) Comparacién de la amplitud
basal de los IPSCs entre neuronas GABAérgicas insensibles y sensibles a L-AP4. (F y G) Efecto inhibidor sobre la
amplitud de los IPSCs de la aplicacion breve de L-AP4. Los datos se normalizaron frente al control antes del
(H) Inhibicién reversible de los IPSCs durante la aplicacion prolongada de L-AP4
(200pM, 15min). (1) Reversion de la inhibiciéon de los IPSC durante la aplicacion prolongada de L-AP4. Los datos se
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Sin embargo, dado que so6lo una subpoblacién de las neuronas que expresan estos
receptores desarrolla la reversién de la inhibicién (Fig. 4.9. H e ), de acuerdo con esta
propuesta, los mecanismos de internalizacion estarian restringidos seguin los tipos
neuronales. Una segunda posibilidad, es que la activacién prolongada de los receptores
mGlu de tipo Il potencie la liberacion de neurotransmisores, tal como ha sido descrito en
sinaptosomas (Martin et al., 2010), lo que a su vez revertiria la inhibicion sobre los VDCC.
La potenciacién de la liberacion de glutamato por receptores mGlu7 descrita en
sinaptosomas, probablemente dependa de la modulacion de la proteina de la maquinaria
exocitética Muncl13 (Martin et al., 2010), que esta implicada en la modulacion de liberacion
espontanea de neurotransmisores (Augustin et al., 1999; Rhee et al., 2002). Por lo tanto,
con el objetivo de poder estudiar la potenciacion de la transmisidn sinaptica por los
receptores mGlu del grupo lll, sin la participacion de los mecanismos de inhibicién de los
VDCC, determinamos la liberacion espontanea o mEPSC. La liberacion espontanea, se
determind en presencia de TTx (300nm), para impedir la generacién de potenciales de
accion y descartar la participacion de los VDCC. No obstante, para descartar
completamente la apertura espontanea de estos canales, las neuronas se trataron también
con el blogqueante de los VDCC, CdCl; (100uM; Swandulla y Amstrong, 1989). Por lo tanto,
en estas condiciones, los efectos observados sobre la liberacién espontanea serian
independientes de la modulacion de canales io6nicos y probablemente debidos a la
regulacién de la maquinaria exocitética.

Los efectos de L-AP4 (10min) sobre la liberacién espontanea, en presencia de TTx
y Cd?*, se determinaron en aquellas neuronas que previamente habian mostrado la
inhibicion de la amplitud de los EPSC por la aplicacién breve del agonista (Fig. 4.9. Fy G).
Encontramos que un 59.4% (n=19 de 32 neuronas glutamatérgicas estudiadas; Fig. 4.11.
D) de las neuronas mostré una inhibicién de la frecuencia de los mEPSC durante la
aplicacion del agonista (0.76+0.05, normalizada frente a la frecuencia basal antes de
aplicar L-AP4; p<0.001; Fig. 4.11. A y B), que desapareci6 tras el lavado del farmaco
(0.99+0.04; p>0.05; Fig. 4.11. Ay B). Ademas, se observé una ligera, aunque significativa
(p<0.001), disminucién en la amplitud de los mMEPSC (Fig. 4.11.C). Sin embargo, en la otra
subpoblacién de neuronas glutamatérgicas (40.6%; n=13; Fig 4.11.D), la aplicacién
prolongada del L-AP4 produjo un aumento de la frecuencia de los mEPSC (1.69+0.23;
p<0.05, a los 10min de perfusion del agonista, Fig. 4.11. H e I), que continud tras el lavado
del agonista (3.18+0.61, p<0.01, 10minutos después del lavado; y 4.88+1.02, p<0.05, 20
minutos después del lavado; Fig 4.11. H e I). Ademas, se observé una tendencia, aunque
no significativa, al aumento de la amplitud de los mMEPSC después del lavado del L-AP4
(0.98+0.04, p>0.05, a los 10 minutos de perfusion del agonista; 1.14+0.12, p>0.05, 10
minutos después del lavado; 1.19+0.16, p>0.05, 20 minutos después del lavado; Fig. 4.11.

J). Teniendo en cuenta que las neuronas que muestran sensibilidad a L-AP4 son menos
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de la mitad de las neuronas glutamatérgicas estudiadas (Fig. 4.9. D), estimamos que so6lo
un 18.6% de neuronas glutamatérgicas totales presentes en los cultivos autapticos de
hipocampo desarrollan los mecanismos de potenciacién de la frecuencia de los mEPSC
(Fig. 4.11.E).

Dentro de las neuronas glutamatérgicas que inhiben la amplitud de los EPSC se
distinguen dos comportamientos respecto a la modulacion de la frecuencia de los mEPSC:
la inhibicion dependiente de la presencia de L-AP4 y la potenciacion persistente tras el
lavado del agonista. La magnitud de la inhibicién de los EPSC no difiere (p>0.05) entre las
neuronas que potencian los mEPSC (0.48+0.04, Fig. 4.11.F) y las que no desarrollan este
efecto (0.50+0.05, Fig. 4.11.F). Sin embargo, la frecuencia basal de los mMEPSC, antes de
la aplicacion de L-AP4, es menor (p<0.05) en las neuronas que desarrollan la
potenciacion de la liberacion espontanea (2.2+0.5 Hz; Fig.4.11.G), que en las neuronas
que no muestran el incremento de la liberacion espontanea (3.9+0.6 Hz; Fig.4.11.G). Por lo
tanto, probablemente las neuronas con menor frecuencia de liberacion espontanea son las
que pueden incrementarla por mecanismos dependientes de los receptores mGlu del
grupo Il

Dado que los resultados previos demostraron la sensibilidad a L-AP4 de las
neuronas GABAEérgicas de los cultivos autapticos de hipocampo, determinamos el efecto
de la perfusién prolongada del farmaco sobre la liberacion espontanea (mIPSC) en
presencia de TTx y Cd*. De la misma manera que en los ensayos anteriores, se
seleccionaron las células que mostraron sensibilidad a la aplicacion breve de L-AP4 (Fig.
4.10. F y G). El tratamiento prolongado con L-AP4 (n=8) aumenté la frecuencia de los
mIPSC durante la aplicacion del agonista (1.69+0.12; p<0.001; Fig. 4.12. Ay C) y después
del lavado (2.74+0.53, p<0.011, 10minutos después del lavado; y 3.92+1.03, p<0.01, 20
minutos después del lavado; Fig 4.12. A y C). Ademas, se observd una tendencia, que si
llega a ser signigficativa, al aumento en la amplitud de los mIPSC después del lavado del
L-AP4 (1.02+0.03, p>0.05, a los 10 minutos de perfusion del agonista; 1.15+0.03, p<0.05,
10 minutos después del lavado; 1.19+0.08, p>0.05; Fig. 4.12. D). La potenciacién de la
frecuencia de los mIPSC se observé en todas las neuronas GABAérgicas que mostraron
sensibilidad al L-AP4. No se observaron diferencias (p>0.05) entre las frecuencias basales
de la liberacién espontanea de las neuronas GABAérgicas (1.95+0.44Hz; Fig 4.12.B) y de
las glutamatérgicas que desarrollan la potenciacion (2.2+0.5 Hz; Fig.4.12.B). Por lo tanto,
las neuronas que desarrollan la potenciacion de la liberacion espontanea (una
subpoblacién de las glutamatérgicas y todas las GABAérgicas) estan caracterizadas por
presentar una frecuencia basal de eventos espontdneos menor (p<0.05) que la

subpoblacién de glutamatérgicas que no desarrollan este fenémeno.
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Figura 4.12..Incremento de la liberacion espontanea en neuronas GABAérgicas por activaciéon prolongada
de receptores metabotropicos del grupo Ill. Los mIPSCs se registraron en fijacion de voltaje en configuracién de
célula completa a -70mV, en presencia de TTx (300nm) y CdCl, (100uM). (A) mIPSC durante la aplicacién
prolongada de LAP4 (200uM, 10min). (B) Frecuencia basal de los mMEPSC/mIPSC de las neuronas glutamatérgicas
y GABAérgicas que desarrollan un aumento de la frecuencia de los eventos espontaneos. (C) Frecuencia y (D)
amplitud de los mIPSC normalizadas frente a los correspondientes valores basales antes de la aplicacion del
agonista. Todas las neuronas GABAérgicas sensibles a la aplicacion breve de L-AP4 desarrollaron este fenémeno.
Los datos se expresaron como la media + SEM. NS, p>0.05, *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 (test de t de
Student).

Los mecanismos de potenciacién de la liberacion independientes de la modulacién
de los VDCC por receptores mGlu7 en sinaptosomas, probablemente dependan de la
accion de la proteina Muncl13 (Fig 4.2; 4.3; 4.30; Martin et al., 2010), que es esencial para
el proceso de preparacion de las SVs para su liberacion (Augustin et al., 1999; Rhee et al.,
2002). Por lo tanto, el aumento en la liberacién espontanea dependiente de la activacion
prolongada de los receptores mGlu de tipo Ill en cultivos autapticos, podria implicar la
modulacion de la maquinaria exocitética y el aumento del nUmero de SVs listas para su
liberacién o RRP. Es posible determinar el RRP, mediante la aplicacién de una solucion
hiperosmética de sacarosa (0.5M, Rhee et al., 2002). Asi, estimamos el tamafio del RRP
antes del tratamiento con altas concentraciones de L-AP4 (10min) y 20minutos después
del mismo. Encontramos que el tamafo relativo del RRP después del tratamiento fue
mayor (p<0.01) en las neuronas que desarrollan el incremento de la frecuencia la
liberacion espontanea (0.91+0.13, n=6; Fig 4.13), que en las neuronas que no desarrollan
esta potenciacion (0.31+0.11, n=6; Fig 4.13).
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Por lo tanto, estos resultados ponen de manifiesto que, en cultivos autapticos de
neuronas hipocampales, existen mecanismos de potenciacion de la liberacién de
neurotransmisores por la activacion prolongada de los receptores metabotrépicos de tipo
lll. Estos fenémenos se desarrollan tanto en neuronas glutamatérgicas como
GABAérgicas, y es posible que impliqguen mecanismos de modulacién de la maquinaria

exocitética que participa en la preparacion de las SVs.

2. POTENCIACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR RECEPTORES B-
ADRENERGICOS.

2.1.MECANISMO DE POTENCIACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR
RECEPTORES B-ADRENERGICOS EN SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
CEREBRAL.

La generacién de cAMP potencia la liberacion de glutamato por distintos mecanismos.
La proteina quinasa A, PKA, uno de los principales efectores de este segundo mensajero,
modula la liberacién de glutamato principalmente por la fosforilacion de canales idnicos,
como los VDCC, y de proteinas de la maquinaria exocitotica. Sin embargo, existen otras
dianas de cAMP distintas de PKA que pueden mediar en esta modulacién de la liberacion
de neurotransmisor (Introduccién: 3.1; Seino y Shibashaki, 2005).

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido estudiar los mecanismos presinapticos
dependientes de cAMP que modulan la maquinaria exocitética en sinaptosomas de corteza

cerebral obtenidos de ratones adultos.

2.1.1. Potenciacién de la liberacién de glutamato independiente de la proteina

guinasa A.

La elevacion de los niveles de cAMP que se produce con el activador de la adenilato

ciclasa (AC), forscolina (15uM), incremento la liberaciéon de glutamato inducida por bajas
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concentraciones (5mM) de KCI (172.2+2.9%, n=6, p<0.001; Fig. 4.14, Ay B). La diana del
cAMP mas ampliamente estudiada en la modulacién de la exocitosis es la proteina
quinasa activada por cAMP o PKA (Introduccién: 3.1.1). Con el fin de determinar si esta
guinasa participa en la potenciacién de la liberacion, se aplicé forscolina en presencia del
inhibidor de la PKA, H-89 (10uM, 30min), observandose una reduccion parcial de la
magnitud de la potenciacion (138.8+3.2%, n=10, p<0.001; Fig. 4.14, Ay B), que sugiere la
existencia de un componente dependiente de PKA, y otro independiente de esta proteina.
El componente independiente de PKA podria modular diversas proteinas, como canales
ionicos implicados en la generacion de potenciales de accion (canales de Na* y de K*), los
VDCC o proteinas de la maquinaria exocitética. Sin embargo, la liberacion espontanea
observada en condiciones de bloqueo de la generacién de potenciales de accion, y de la
actividad de los VDCC, es principalmente dependiente de la maquinaria exocitética. Por lo
tanto, dado que el objetivo de este trabajo fue analizar los mecanismos de modulacién por
cAMP de la maquinaria exocitética, estudiamos los efectos del cAMP en la liberacién
espontanea en presencia del bloqueante de los canales de Na*, tetrodotoxina (TTx, 1 uM).
En estas condiciones, el incremento de los niveles de cAMP con forscolina (15uM)
potencio la liberacion espontanea de glutamato (171.5+£10.3%, n=4, p<0.001; Fig. 4.14,Cy
D), mientras que, la presencia del inhibidor de la PKA, H89, no afect6 a esta respuesta
(162.0+£8.4%, n=5, p<0.001; Fig. 4.14, C y D). Por tanto, los mecanismos dependientes de
cAMP que incrementan la liberacion espontanea son independientes de la PKA vy
presumiblemente reflejan la modulacion de la maquinaria exocitética,

La ionomicina es un ionéforo de Ca?* que se intercala en las membranas bioldgicas
favoreciendo el transporte de este i6n a través de las mismas (McMahon y Nicholls, 1991).
En sinaptosomas, la ionomicina da lugar a la entrada de Ca?*, e induce la exocitosis de
manera independiente de la activaciéon y modulacién de los VDCC. Con este fin, aplicamos
a los sinaptosomas bajas concentraciones de ionomicina (0.5-1uM), ajustando su
concentracion para lograr una liberacion baja de glutamato (aproximadamente 0.5-0.6
nmoles de glutamato). La aplicacion de forscolina (15uM) también potenci6 la liberacion
inducida por ionomicina (272.1£5.5%, n=7, p<0.001; Fig. 4.14, E y F), aunque existe un
componente dependiente de PKA, ya que H-89 reduce parcialmente el efecto
(212.9+6.4%, n=6, p<0.001; Fig. 4.14, E y F). Es posible que, en presencia de la
ionomicina, se produzca la despolarizacién espontanea de la membrana presinaptica, y
que la modulacion de canales idnicos contribuya a la potenciacion observada. Para evitar
la generacion de potenciales de accién, repetimos estos experimentos en condiciones de
bloqueo de los canales de Na® con TTx, de manera que la potenciacion por cAMP deberia
depender completamente de la modulacién de la maquinaria exocitética. En estas
condiciones, la forscolina increment6é la liberacibn de glutamato (170.1+3.8%, n=9,

p<0.001; Fig. 4.14, E y F), de manera totalmente insensible a la inhibiciéon de la PKA por
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Figura 4.14.. La tetrodotoxina aisla el componente PKA-independiente de la potenciacion de la liberacién de
glutamato por cAMP. Modulacion de la liberacion de glutamato por forscolina (Fsc, 15uM) en ausencia y en presencia
del inhibidor de la PKA, H89 (10uM, 30min). (A y B) Liberacién dependiente de Ca®" inducida por bajas concentraciones
de KCI (5mM). La forscolina se aplicé un minuto antes del KCI. La liberacion se normalizé frente al control con KCl en
ausencia de forscolina. (C y D) Liberacion espontanea en presencia de TTx (1uM). La forscolina se aplicé un minuto
antes de comenzar el registro. La liberacién se normalizé frente al control en ausencia de forscolina. (E y F) Liberacién
inducida por el ionéforo de Ca®*, ionomicina (0.5-1uM) en ausencia y en presencia de TTx (1uM). El activador especifico
de la PKA, N6-Bnz-cAMP (500uM), y la forscolina se aplicaron un minuto antes de la ionomicina. La liberacion se
normalizé frente al control con ionomicina. Los datos se expresaron como la media + SEM (barras de error). NS (no
significativo), p>0.05; ***, p<0.001 (ANOVA con test de Bonferroni), comparados con el control (simbolos en el interior de
las barras) o frente a otra condicién (simbolos en el exterior de las barras).

H89 (177.4+5.9%, n=7, p<0.001; Fig. 4.14, E y F). Ademas, el analogo de cAMP, N6-Bnz-
cAMP, que activa especificamente la PKA, potencia la liberacién inducida por ionomicina
en ausencia de TTx (178.2+7.8%, n=5, p<0.001; Fig. 4.14, F), pero no en presencia de la
toxina (112.9+3.8%, n=7, p>0.05; Fig. 4.14, F).

Estos resultados ponen de manifiesto que el cAMP no sélo potencia la liberacién
de glutamato por mecanismos dependientes de PKA, sino también por vias de
sefializacién independientes de esta quinasa. Ademas, en condiciones de bloqueo de la
generacién de potenciales de accion con TTx, y por tanto, sin la participacion de los VDCC
ni otros canales iénicos, la potenciacion de la liberacién espontanea y de la inducida por
ionomicina se desarrolla por mecanismos independientes de PKA. Por lo tanto, la
presencia de TTx aisla el componente PKA independiente de la potenciacion de la
liberacion por cAMP. Estos resultados concuerdan con otros estudios, en los que se
propone que la potenciacién por cAMP de la liberaciéon inducida por despolarizacion
presenta componentes dependientes e independientes PKA, mientras que la espontanea

en presencia de TTx, es independiente de PKA (Gekel y Neher, 2008).
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La aplicacién de altas concentraciones del i6noforo de Ca?* ionomicina podria
disminuir la produccion de ATP, y llevar a la despolarizacion de la membrana presinaptica
y a la liberacion de glutamato independiente de los mecanismos de exocitosis vesicular
(McMahon y Nicholls, 1991). Aunque este efecto es altamente improbable a las bajas
concentraciones de ionomicina empleadas (0.5-1.0uM), para descartarlo, incubamos los
sinaptosomas con el inhibidor de la ATPasa vacuolar, Bafilomicina A1 (1uM, 45min). Esta
ATPasa de las SVs es necesaria para el transporte y almacenamiento del glutamato en
interior de las mismas, por lo que su inhibicién con Bafilomicina Al vacia las SVs de
glutamato. Este tratamiento anuldé la liberacion de glutamato inducida por ionomicina
(0.02+0.03% nmoles de glutamato, n=4; Fig 4.15.A), en comparacion con los sinaptosomas
sin tratar con este farmaco (0.58+0.02%, n=3; Fig 4.15.A). Por lo tanto, la liberacion
inducida por bajas concentraciones de ionomicina es dependiente de los mecanismos de
fusion de las SVs.

La aplicacion de ionomicina, en presencia de TTx, probablemente esta asociada a
la modulacion de la maquinaria exocitética, y aisla el mecanismo de potenciacién de la
liberacion de glutamato por cAMP independiente de PKA. Adema4s, este protocolo tiene la
ventaja experimental de poder ajustar la liberacidon de glutamato inducida por el ionéforo.
Por lo tanto, elegimos este modo de estimulacion de los sinaptosomas para estudiar las

vias de sefializacién implicadas en la potenciacién de la liberacion de glutamato por cAMP.

2.1.2. Los receptores B-adrenérgicos potencian la liberaciéon de glutamato por

mecanismos independientes de PKA, que implican la proteina Epac.

Durante muchos afios se ha empleado la forscolina como herramienta
farmacoldgica para activar la AC y generar cCAMP. Sin embargo, en un contexto fisiolégico
la AC puede ser activada por receptores GPCR acoplados a proteinas G triméricas del tipo
Gas (Fig. 1.5). Los receptores B-adrenérgicos (B-AR; Introduccion; 2.2.2) estan acoplados a
la formacion de cAMP y su activaciéon potencia la liberacion de glutamato en diferentes
preparaciones (Huang y Hsu, 2006; Ji et al., 2008; Kobayashi et al., 2009), incluida los
sinaptosomas cerebrocorticales (Herrero et al., 1996; Millan et al., 2003).

Con el fin de conocer si la activacion de los -AR modula la maquinaria exocitética,
determinamos el efecto de su agonista, isoproterenol, en la liberacion inducida por
ionomicina en presencia de TTx. El isoproterenol (100uM) incrementé la liberacién de
glutamato (173.1+3.8%, n=23, p<0.001; Fig. 4.15, A y B), mientras que este efecto se
pierde en presencia del antagonista de los B-AR, propranolol (106.5+3.1%, n=6, p>0.05;
Fig. 4.15, B). Ademas, la respuesta al isoproterenol fue insensible al inhibidor de la PKA,
H-89 (178.1+3.3%, n=7, p<0.001; Fig. 4. B). Por tanto, los B-AR ademas de activar
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Figura 4.15.. La activacion de los receptores B-adrenérgicos y de la proteina Epac incrementa la liberacién de
glutamato por mecanismos independientes de PKA. (A) Modulacion de la liberacion de glutamato inducida por el
iondforo de Ca®', ionomicina (0.5-1uM,), en presencia de TTx (1uM), por el activador de los receptores B-adrenérgicos,
isoproterenol (Iso, 100uM), y el activador especifico de Epac, 8-pCPT-2"-Me-cAMP (8-pCPT, 50uM). El inhibidor de la
ATPasa vacuolar de las SVs, bafilomicina Al (Baf A1, 1uM), se incubd durante 45 minutos. (B) Cuantificacion del efecto
sobre la liberacién de glutamato de isoproterenol y del anélogo permeable de cAMP, Sp-8-Br-cAMPS (Sp-8-Br, 250uM) en
ausencia y en presencia del antagonista de los receptores B-adrenérgicos, propanolol (Prop, 100uM, 30min), el inhibidor
de la PKA, H-89 (10uM, 30min), el bloqueante de los canales HCN, ZD7288 (60uM, 30min) y el inhibidor del intercambio
GDP-GTP en proteinas G pequefias, brefeldina A (BFA, 100uM, 30min). (C) Acumulaciéon de cAMP en presencia de IBMX
(ImM, 30min), normalizada frente a los niveles basales en sinaptosomas sin tratar (3.3£0.4 pmol/mg), en sinaptosomas
tratados con forscolina (15puM, 10min) o isoproterenol (100puM, 10min). (D) Efecto sobre la liberacion de glutamato de la
aplicacion de 8-pCPT y del analogo no hidrolizable Sp-pCPT-2"-O-Me-cAMP (Sp-8-CPT, 50uM), en ausencia y en
presencia de H-89 y brefeldina A. (E 'y F) Aplicacion simultdnea de 8-pCPT e isoproterenol/forscolina (Fsc, 15uM). El 8-
pCPT se afiadio 40s después de la aplicacion de isoproterenol o forscolina y 40s antes de ionomicina. Las barras en lineas
discontinuas indican la suma aritmética de las potenciaciones individuales. La aplicacion de isoproterenol, 8-pCPT, Sp-8-
Br y Sp-8-CPT se realizdé un minuto antes de la aplicacion de ionomicina. Las liberaciones de glutamato se normalizaron
frente a la liberacién inducida por ionomicina. Todos los ensayos de liberacién de glutamato se realizaron en presencia de
TTx (1uM), afiadida dos minutos antes de empezar el registro. Los datos se expresaron como la media + SEM (barras de
error). NS (no significativo), p>0.05; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 (ANOVA con test de Bonferroni), comparados con el
control (simbolos en el interior barras) o frente a otra condicion (simbolos en el exterior de las barras).

mecanismos dependientes de PKA (Herrero et al., 1996), también activan en mecanismos
independientes de estas quinasas, en preparaciones de sinaptosomas cerebrocorticales.
Es importante sefialar que concentraciones mayores de forscolina (100uM)
produjeron un incremento de la liberacion de glutamato (288.3+6.3%, n=4, dato no
mostrado) significativamente superior (p<0.001) al producido por la concentracion de

isoproterenol empleada (100uM), que es la concentracién méxima en sinaptosomas (curva

dosis respuesta descrita en Herrero et al., 1996). Este hecho sugiere que los efectos de
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los B-AR se restringen a una subpoblacién de los terminales sinapticos de todos los
botones sensibles a forscolina.

A continuacion, determinamos si esta accién de los B-AR es dependiente de la
generacién de cAMP, y no de otros mecanismos (Daaka et al., 1997; Shenoy y Lefkowitz,
2011). En primer lugar, encontramos que la magnitud de la potenciacion de la liberacion
inducida por el analogo de cAMP, Sp-8-Br-cAMPS (175.5+3.2%, n=11, p<0.001; Fig. 4.15,
B), es similar a la de isoproterenol. Ademas, la aplicacion de isoproterenol (100uM)
aumento la acumulacion de cAMP en sinaptosomas (194.2+24.2%, n=6, p<0.001; Fig.
4.15, C), aunque en menor medida que forscolina (451.6+41.7%, n=5, p<0.001, test de t de
Student; Fig. 4.15, C). Por lo tanto, la potenciacién de la liberacion por activacion de los B-
AR est4 asociada al incremento en los niveles de cAMP.

De forma adicional a su efecto sobre PKA, el cAMP puede activar diferentes
proteinas cuya acciéon podria modular la liberacion de glutamato (Introduccion: 3.1.). Una
de estas proteinas son los canales catidnicos operados por despolarizacion y regulados
por nucleétidos ciclicos o HCN (He et al.,, 2014). Aunque el modo de estimulacion,
empleando bajas concentraciones de ionomicina y TTx, hace improbable la activacion de
los canales HCN, estudiamos su participacion empleando el inhibidor de estos canales,
ZD7288. La incubacion con ZD7288 (60uM) aumentd la liberacion basal (dato no
mostrado), probablemente como consecuencia del papel de estos receptores en el
mantenimiento del potencial de membrana de reposo (He et al., 2014), aunque no mostrd
efecto alguno en la potenciacién de la liberacion inducida por isoproterenol (175.0+3.8%,
n=4, p>0.05; Fig. 4.15. B). Por lo tanto, en estas condiciones experimentales, la
potenciacion por los B-AR no parece implicar la modulacion de los canales HCN.

El factor intercambiador de nucleétidos de guanina para proteinas G pequefias
directamente activado por cAMP, o Epac, es uno de los principales efectores de este
segundo mensajero implicado en las vias de sefalizaciébn independientes de PKA
(Introduccion: 3.1.2). Para estudiar la participacion de Epac en la potenciacion de la
liberacion de glutamato inducida por ionomicina en presencia de TTx, empleamos el
analogo permeable de cAMP especifico de Epac, 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP (8-pCPT). La
aplicacién de 8-pCPT (50uM) incrementd la liberacion de glutamato (180.1+4.3%, n=8,
p<0.001; Fig. 4.15, A y D), de manera insensible a la inhibicién de la PKA con H-89
(180.2+9.4%, n=3, p>0.05; Fig. 4.15. D). Con el fin de descartar la implicacion en el
proceso de los productos de hidrélisis del 8-pCPT (Laxman et al., 2006; Poppe et al.,
2008), empleamos el analogo no hidrolizable Sp-8-pCPT, que potencié igualmente la
liberacion de glutamato (193.4+5.5%, n=8, p<0.001; Fig. 4.15. D).

Estos resultados demuestran que la activacion de la proteina Epac potencia la
liberacion inducida por ionomicina en presencia de TTX, pero no aclaran si esta proteina

participa o no en la via de potenciacion iniciada por los B-AR. Con el objetivo de estudiar
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este aspecto, encontramos que la potenciacion tras la aplicacion conjunta de forscolina y
8-pCPT (196.8£1.9%, n=6, p<0.001; Fig. 4.15.E) fue solo ligeramente mayor que las
potenciaciones observadas por la aplicacion individual de estos farmacos (forscolina 15uM:
168.5+3.0%, n=6, p<0.001; 8-pCPT 50uM: 180.1+4.3%, n=8, p<0.001; Fig. 4.15.E). Por
tanto, la oclusion entre los efectos producidos por la generacion de cAMP y por la
activacion de Epac, sugiere que esta proteina podria mediar en los mecanismos de
potenciacion por cAMP. De manera analoga, encontramos también que la aplicacion
conjunta de isoproterenol y 8-pCPT (191.1+6.5%, n=12, p<0.001; Fig. 4.15.F) fue sélo
ligeramente mayor que las potenciaciones individuales (isoproterenol 100uM: 131.5+3.2%,
n=5, p<0.001; 8-pCPT 50uM: 172.9+5.2%, n=5, p<0.001; Fig. 4.15. F). Por lo tanto, la
proteina Epac podria participar también en la via de sefializacion dependiente de la
activacion de los B-AR.

La proteina Epac es una proteina que promueve el intercambio de GDP por GTP,
activando proteinas G pequefias. Para determinar si la accion de Epac depende de esta
actividad, empleamos brefeldina A (BFA), un inhibidor de los dominios de accion GEF
(Zhong y Zucker, 2005). La incubacion con BFA (100uM, 30min) redujo significativamente
la potenciacién de la liberacién por la aplicacién de 8-pCPT (122.3+£5.5%, n=6, p>0.05; Fig.
4.15. D), de isoproterenol (133.2+3.8%, n=6, p>0.05; Fig. 4.15.B) y del andlogo de cAMP,
Sp-8-Br-cAMPS (133.2+3.8%, n=6, p>0.05; Fig. 4.15. B), lo que sugiere la implicacion de
la actividad GEF de Epac en estas respuestas.

Estos resultados farmacoldgicos sugieren que los B-AR pueden iniciar la
potenciacion de la liberacién de glutamato dependiente de cAMP. Aunque existen mas
evidencias funcionales a este respecto (Herrero et al., 1996; Huang y Hsu. 2006; Ji et al.,
2008; Kobayashi et al., 2009), la localizacion ultraestructural de estos receptores en las
presinapsis glutamatérgicas no ha sido estudiada. Con este fin, realizamos experimentos
de microscopia electrénica con inmunodeteccion con particulas de oro en rodajas de tejido
cerebral, con anticuerpos contra la isoforma (1-AR, que es el subtipo de receptor de mayor
expresion en la corteza cerebral (Nicolas et al., 1993; Paschalis et al., 2009). Nuestros
datos mostraron la expresién mayoritariamente presinaptica de los 3:-AR en las capas IlI-V
de la corteza cerebral, aunque también se observa en compartimentos postsinapticos
como espinas dendriticas (Fig. 4.16. A-C). El marcaje presinaptico de estos receptores se
observa en el 22.5+2.1% (Fig 4.16.; 474 sinapsis, 3 cortezas) de las sinapsis asimétricas,
que son consideradas sinapsis glutamatérgicas. Ademas, los B;-AR se localizan
mayoritariamente en la zona activa (86%, 318 particulas de oro), aunque también en sitios
extrasinapticos (14%).

Estudiamos también la expresion de estos receptores mediante
inmunofluorescencia en sinaptosomas cerebrocorticales, identificados por el marcador de

las SVs, sinaptofisina. Encontramos que el 30.6£1.3% de los terminales marcados con

166



sinaptofisina son positivos para el marcaje con anticuerpos anti-B;-AR (7355 sinaptosomas
de 25 campos; Fig. 4.16. E y F). Teniendo en cuenta que el 79.8% de sinaptosomas de la
preparacion cerebrocortical son glutamatérgicos (Millan et al., 2003), se puede concluir que
la distribucién de los B1-AR en rodajas de corteza y en sinaptosomas cerebrocorticales
(estimados en aproximadamente un 24%) es muy similar.

Por lo tanto, estos resultados demuestran que los B;-AR se expresan en la zona activa
presindptica de una subpoblacion de terminales glutamatérgicos de la corteza cerebral,

apoyando las evidencias funcionales obtenidas.
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Figura 4.16.. Los receptores B-adrenérgicos se localizan mayoritariamente a nivel presinaptico. (A-C) Imagenes
representativas de la distribucion de las subunidades de los receptores 3;-adrenérgicos en las capas IlI-V de la corteza
cerebral detectados por medio del marcaje con particulas de oro por el método de pre-embedding en rodajas de
cerebro de ratones adultos. Las particulas de oro se observan mayoritariamente en las zonas activas (puntas de
flecha), aunque también en sitios extrasinapticos (flechas), de los terminales axdnicos (at) de las sinapsis asimétricas o
excitatorias establecidas con espinas dendriticas (s) o dendritas (Den). Barras de escala, 200nm. (D) Cuantificacion de
la localizacion de los receptores (3;-adrenérgicos (porcentaje) en terminales axénicos asimétricos de rodajas de corteza
cerebral. (E) Imagen de sinaptosomas marcados con anticuerpos frente a receptores B;-adrenérgicos y el marcador
presinaptico de las SVs, sinaptofisina. Barra de escala, 10um. (F) Cuantificacion de la localizacion de los receptores f3;-
adrenérgicos (porcentaje) en sinaptosomas marcados con sinaptofisina. Los datos se expresaron como la media £+ SEM
(barras de error).
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2.1.3. Los receptores B-adrenérgicos y de la proteina Epac activan la fosfolipasa C

y proteinas dependientes de DAG.

Aunque otros estudios han relacionado la accién de Epac con la potenciacion de la
liberacion de neurotransmisores, los mecanismos de actuacion de esta proteina no han
sido aclarados (Introduccién: 3.1.2). Se ha demostrado que Epac puede activar, mediante
Rap2B, la fosfolipasa C ¢, PLCe (Schimdt et al., 2001) en sistemas de secrecién no
neuronales (Dzuhura et al., 2011), aunque se desconoce su implicacion en la liberacion de
neurotransmisores.

Para ello, hemos determinado si la potenciacién dependiente de los B-AR y Epac
observada en sinaptosomas es sensible al inhibidor de la PLC, U73122. La potenciacion
de la liberacién por aplicacién de isoproterenol se redujo por el tratamiento con el U73122
(2uM; 136.4+7.2%, n=7, p>0.05; Fig. 4.17, A y B), mientras que no se alter6 con el analogo
inactivo U73343 (2uM; 167.5+5.5%, n=7, p<0.001; Fig. 4.17, B). Ademas, la potenciacion
de la liberacion con 8-pCPT se vio afectada de manera similar, reduciéndose la
potenciacion con U73122 (126.1+4.4%, n=5, p>0.05; Fig. 4.17, C), mientras que el analogo
inactivo U73343 no mostro efecto alguno (162.3+6.2%, n=3, p<0.001; Fig. 4.17 C).

La PLC cataliza la hidrdlisis de PIP,, produciendo DAG e IP;. El IP; se degrada
hasta producir IP1, que se acumula en presencia de LiCl, por lo que se puede determinar la
actividad de PLC midiendo la acumulacion de IP; (Trinquet et al., 2006). La incubacion de
los sinaptosomas con isoproterenol aumenté la acumulacion de IP; (143.7£10.5%, n=12,
p<0.05; Fig. 4.17. D), perdiéndose este efecto en presencia del inhibidor de PLC, U73122
(99.3+2.4%, n=6, p>0.05; Fig. 4.17. D). La aplicacion de 8-pCPT también aumentd los
niveles de IP; (165.5£11.5%, n=6, p<0.01, ANOVA; Fig. 4.17. D), siendo este efecto
igualmente sensible a la inhibicién por U73122 (100.5+3.5%, n=4, p>0.05; Fig. 4.17. D).
Por lo tanto, esta via de sefalizacion presindptica dependiente de los B-AR y Epac parece
implicar la activacién de la PLC. No obstante, hay que sefialar que, aunque la inhibicién de
la PLC afecta a estas vias de potenciacién, no las suprime totalmente, lo que sugiere que
la activacion de los B-AR y Epac pueda implicar otras vias de sefializacién ademas de la
activacion de PLC.

La activacion de PLC genera DAG e IP3; que pueden actuar como segundos
mensajeros y activar otras proteinas y cascadas de sefializacion. Para estudiar el papel del
DAG, tratamos los sinaptosomas con calfostina C (0.1uM), que antagoniza la uniéon a DAG
a sus dianas. Asi, este farmaco redujo significativamente la potenciaciéon de la liberacién
de glutamato por la aplicacion de isoproterenol (132.9+7.3%, n=7, p<0.05; Fig. 4.17., Ay
B) y de 8-pCPT (135.8+5.5%, n=7, p<0.01, Fig. 4.17. Ay C).

Dado que estos resultados parecen indicar la participacion de una proteina con

dominios de activacion por DAG, determinamos la posible implicacion de la proteina
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Figura 4.17. La activacion de los receptores B-adrenérgicos y de la proteina Epac activan la PLC .(A) Modulacién de
la liberacion de glutamato inducida por el ionéforo de Ca®, ionomicina (0.5-1uM,), en presencia de TTx (1uM), por el
agonista de los receptores -adrenérgicos, isoproterenol (Iso, 100uM) en ausencia y en presencia del inhibidor de la PLC,
U73122 (2uM, 30min), el inhibidor de proteinas con dominios de unién a DAG, calfostina C (Calf C, 0.1uM, 30min) y el
inhibidor del dominio de unién de ATP de la PKC, bisindolilmaleimida | (Bisindolil, 1uM, 30min). (B) Efecto sobre la
liberacion de glutamato de la aplicacion de isoproterenol en ausencia y en presencia de U73122, su analogo inactivo,
U73343 (2uM), bisindoliimaleimida |1, calfostina C y el inhibidor de la proteina calmodulina, calmidazolium (CMDZ, 1uM,
30min). (C) Efecto sobre la liberacion de glutamato de la aplicacion del activador especifico de Epac, 8-pCPT-2"-O-Me-
cAMP (8-pCPT, 50uM), en ausencia y en presencia de los inhibidores empleados anteriormente. (D) Acumulacion de IP;
en presencia de LiCl (50mM, 30min) normalizada frente a los niveles basales (4.6+0.4 pmol/mg), en sinaptosomas tratados
con isoproterenol (100uM, 10min) y 8-pCPT (50uM, 10min) en ausencia o en presencia de U73122 (2uM, 30min). La
aplicacion de isoproterenol y de 8-pCPT se realizé un minuto antes de la aplicacién de ionomicina. La liberacion de
glutamato se normaliz6 frente a la liberacién inducida por ionomicina. Todos los ensayos de liberacion de glutamato se
realizaron en presencia de TTx (1puM), afiadida dos minutos antes de empezar el registro. Los datos se expresaron como
la media £ SEM (barras de error). NS (no significativo), p>0.05; *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001 (ANOVA con test de
Bonferroni), comparados con el control (simbolos en el interior de las barras) o frente a otra condicién (simbolos en el
exterior de las barras).

quinasa C (PKC) en la potenciacion de la liberacion por los B-AR/Epac, tratando los
sinaptosomas con un antagonista de la union de ATP al dominio catalitico de la PKC, la
bisindolilmaleimida | (1uM). Este farmaco no alteré6 ni la potenciacion inducida por
isoproterenol (167.4+3.4%, n=8, p<0.001; Fig. 4.17, A y B), ni la inducida por 8-pCPT
(180.3+6.3%, n=4, p<0.05 Fig. 4.17, C).

Otra proteina activada por DAG es la proteina Muncl3, que tiene un papel muy
importante en preparacion de las SVs para su fusién y en los mecanismos de potenciacion

presinapticos (Introduccién: 3.2.4). Esta proteina es activada por la unién del DAG y Ca?*-
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calmodulina (CaCaM; Rhee et al., 2002; Junge et al., 2004). En este contexto, observamos
que el tratamiento de los sinaptosomas con el inhibidor de la CaM, calmidazolium, redujo
la potenciacién por la aplicacion de isoproterenol (129.1+3.3%, n=7, p>0.05; Fig. 4.17, B),
asi como la inducida por 8-pCPT (142.4+2.9%, n=6, p>0.05; Fig. 4.17, C). Ademas, la
inhibicion conjunta de la unién de DAG y CaM, por el tratamiento simultaneo con calfostina
C y calmidazolium, anul6 completamente la potenciacion por la aplicacién de isoproterenol
(101.1+3.0%, n=7, p>0.05, ANOVA; Fig. 4.17. B) y 8-pCPT (107.7+4.4%, n=7, p>0.05; Fig.
4.17. C). Por lo tanto, estos resultados sugieren que la potenciacion por B-AR/Epac de la
liberacion de glutamato inducida por ionomicina en presencia de TTx implica proteinas
activadas por CaM y DAG. No obstante, cabe destacar que, al igual que ocurria con la
inhibicion de PLC, la inhibicién de la unién a DAG no suprime totalmente la potenciacion,
por lo que estos resultados apoyan la existencia de un componente independiente de PLC

y DAG en la via de sefalizacién activada por los $-AR y Epac.

2.1.4. La activacion de los B-AR y de la proteina Epac promueve la translocacion a

la membrana plasmética de la proteina Munc13-1.

La proteina Muncl3 se transloca a la membrana de la zona activa como
consecuencia de su union a DAG y activacién funcional (Augustin et al., 1999; Rhee et al.,
2002). Por lo tanto, la proteina Muncl3 de los terminales presindpticos presenta dos
localizaciones subcelulares: la proteina en forma soluble o no unida a DAG, y la proteina
localizada en membrana, o fraccidn particulada, unida a DAG y activa funcionalmente. Por
ello, para estudiar la implicacién de la activacion por DAG de la proteina Muncl3 en el
mecanismo de potenciacion dependiente de los B-AR y Epac, estudiamos la distribucién
de esta proteina entre las fracciones solubles y de membrana de los sinaptosomas. Para
ello, cuantificamos la proteina Muncl13-1, que es la isoforma mayoritaria en terminales
glutamatérgicos (Rosenmund et al.,, 2002), presente en estas fracciones mediante
inmunotransferencia (Western-Blot), tras la separacion de las mismas después de un
choque hipo-osmético. La relacion entre la proteina Munc13-1 soluble y particulada o de
membrana, disminuyd por el tratamiento de los sinaptosomas con 8-pCPT (0.24+0.03%,
n=10, p<0.01; Fig. 4.18. A) respecto a los sinaptosomas control (0.44+0.04%, n=10, Fig.
4.18. A), indicando, por tanto, un aumento en la proteina presente en membrana o
activada por DAG. Ademas, este fendbmeno de translocaciéon no se produce en presencia
del inhibidor de la PLC, U73122 (0.40£0.7%, n=5, p>0.05, ANOVA; Fig. 4.18. A), mientras
que el tratamiento con su andlogo inactivo, U73343, no afecta la respuesta del 8-pCPT
(0.20+0.03%, n=5, p<0.01, ANOVA; Fig. 4.18. A).
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Figura 4.18..La activacion de los receptores B-adrenérgicos y de la proteina Epac transloca la proteina Munc13-1.
Contenido en Muncl3-1, detectado por inmunotransferencia, de la fraccién soluble y particulada (de membrana),
expresado como porcentaje sobre la suma de la intensidad de las dos fracciones (intensidad integrada total) y como
relacion entre el contenido de la proteina en la fraccion soluble y particulada. Los sinaptosomas se trataron con (A) el
activador especifico de Epac, 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP (8-pCPT, 50uM) en ausencia y en presencia del inhibidor de la PLC,
U73122, y de su andlogo inactivo, U73343 (2uM, 30min); (B) o con el agonista de los receptores B-adrenérgicos,
isoproterenol (Iso, 100uM) en ausencia y en presencia del inhibidor de la actividad de las fosfodiesterasas, IBMX (1mM,
30min). Los datos se expresaron como la media £+ SEM (barras de error). NS (no significativo), p>0.05; *, p<0.05; **,
p<0.01; *** p<0.001 (ANOVA con test de Bonferroni o t-Student), comparados con sus respectivos controles o frente a
otra condicion.

Asi mismo, la aplicacion del agonista de los B-AR, isoproterenol, también
increment6 la presencia de Muncl3-1 en la fraccion de membrana (0.33+0.03%, n=13,
p<0.01; Fig. 4.18. B), en comparacion con los sinaptosomas control (0.46+0.03%, n=13,
Fig. 4.18, B). Por otro lado, el tratamiento de los sinaptosomas con el inhibidor de las
fosfodiesterasas, IBMX, que evita degradaciéon del cAMP, también incrementd la
distribucién de Munc13-1 en membrana (0.30+0.02%, n=6, p<0.01; Fig. 4.18. B). Por tanto,
la acumulacién de cAMP es suficiente para inducir la translocacion de Munc13-1. Ademas,
en estas condiciones de incubacién con IBMX, la aplicacién de isoproterenol incrementé
aln mas la translocacion de Munc13-1 a la membrana de los sinaptosomas (0.20+0.03%,
n=6, p<0.05, Fig. 4.18.B). Como control positivo de los experimentos de translocacién de
Munc13-1, estudiamos el efecto del analogo de DAG, el éster de forbol PDBU, que induce

la translocaciéon maxima de Munc13-1 a la membrana (0.12+0.02%, n=9, p<0.001, dato no
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mostrado). Por lo tanto, la activacién de la proteina Epac incrementa la fracciéon de
proteina Munc13-1 en la membrana del terminal presinaptico, de manera dependiente de
la actividad de PLC. Igualmente, la activacion de los receptores $-AR y la acumulacion de
cAMP, promueven este proceso de translocacién. Dado que la union de DAG transloca y
activa Muncl3 para su funcién de preparacion de las SVs para su fusién, los resultados
obtenidos sugieren que la proteina Muncl3 esta implicada en los mecanismos de

potenciacion de la liberacion de glutamato por la activacion de B-AR y Epac.

2.2.5. La activacion de los B-AR y de la proteina Epac incrementan la interaccién
entre Munc13-RIM1 y Rab3a-RIML1.

Los resultados farmacolégicos de la potenciacion de la liberacion por B-AR y por la
proteina Epac, sugieren la existencia de vias de sefalizacién adicionales a la de
PLC/DAG/Munc13.

La proteina Munc13-1 forma un complejo triple con la proteina de la zona activa
RIM1 y la proteina G pequefia 0 monomérica de las SVs Rab3a, que es necesario para su
funcion en la preparacion de las SVs para la exocitosis (Dulubova et al., 2005; Andrew-
Zwilling et al., 2006; Deng et al., 2011). Para formar este complejo, Rab3a interaccciona
con RIM1, de manera dependiente de su intercambio de GDP por GTP (Wang et al.,
1999). Es interesante sefialar que se ha descrito una disminucién en los niveles de Rab3a
en el KO de Epac2 (Fernandes et al., 2015), asi como la interaccion de Epac con RIM en
sistemas no neuronales (Ozaki et al., 2000; Kashima et al., 2001; Park et al., 2012). Por lo
tanto, es posible que Epac, por medio de su actividad promotora de intercambio de
nucleédtidos de guanina o GEF, pueda promover la activacion de Rab3a para formar parte
de este complejo e incrementar la exocitosis, tal como se ha descrito en sistemas de
secrecion no neuronales (Branham et al., 2009; Park et al., 2012).

Para determinar la posible activacién de Rab3a en sinaptosomas, estudiamos la
interaccion de Rab3a con RIM1, mediante co-inmunoprecipitacién e inmunodeteccion
(Western-Blot). Tanto la proteina Rab3a como la proteina RIM se expresan en extractos de
sinaptosomas, de acuerdo a la inmunodeteccion de las bandas respectivas,
correspondientes con sus pesos moleculares (Crudos, Figura 4.19.A, panel superior). La
incubacién con el anticuerpo anti-Rab3a inmunoprecipita esta proteina, sin que
aparentemente existan cambios en la cantidad de Rab3a inmunoprecipitada por los
tratamientos farmacolédgicos (IP: Rab3a, Figura 4.19.A, panel inferior izquierda). Para
estudiar la interaccion entre Rab3a y RIM, se inmunodetecté la proteina RIM co-
inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-Rab3A (IP: RIM1, IP: Rab3A, Figura 4.10.A,
panel inferior derecha). La presencia de bandas co-inmunoprecipitadas indica que las

proteinas Rab3a y RIM1 forman parte de complejos proteicos en los terminales
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Figura 4.19.. La activacion de la proteina Epac incrementa la interaccidon entre las proteinas Rab3a y RIM1. Co-
inmunoprecipitacion de sinaptosomas tratados con el activador especifico de Epac, 8-pCPT-2-O-Me-cAMP (8-pCPT,
50uM) en ausencia y en presencia del inhibidor de la PLC, U73122 (2uM, 30min). (A) Los sinaptosomas se solubilizaron
después del tratamiento farmacoldgico e inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpos de ratén o conejo anti-Flag (control
negativo con epitopo no fisiolégico; 4pug, IgGm e 1gGr), anticuerpos de raton anti-Rab3a (4pg) o anticuerpos de conejo anti-
RIM1 (4pg). Los extractos inmunoprecipitdos (IP) y los crudos (muestra sin inmunoprecipitar) se analizaron por
inmunotransferencia (IB) empleando anticuerpos primarios anti-RIM1 y anti-Rab3a. (B) La cuantificacion de la co-
inmunoprecipitacion de Rab3a (Rab3a IP) con anticuerpos anti-RIM, se expres6 como la relacion frente a la
inmunoprecipitacion de Rab3a y se normaliz6 al valor de intensidad integrada de los controles sin tratar. Los datos se
expresaron como la media + SEM (barras de error). NS (no significativo), p>0.05; *, p<0.05 (ANOVA con test de
Bonferroni), comparados segun se indica.

presinapticos de la corteza cerebral, que se mantienen en las condiciones de solubilizacion
y co-inmunoprecipitacion empleadas. Para descartar una co-inmunoprecipitacion
inespecifica, se incluyeron controles negativo inmunoprecipitando con anticuerpos
irrelevantes que no reconocen ningun epitopo fisiolégico (IgG).

La co-inmunoprecipitacion de Rab3a se cuantific, analizando la relaciéon entre la
proteina co-inmunoprecipitada por anti-RIM1 y por anti-Rab3A, para asegurarnos que los
tratamientos farmacologicos aplicados no afectan a la cantidad de Rab3a
inmunoprecipitada. La co-inmunoprecipitacion inversa, incubando con anticuerpos anti-
Rab3a y detectando RIM, no fue efectiva (datos no mostrados), probablemente por la
dificultad de co-inmunoprecipitar una proteina de gran tamafio con un alto nimero de
interacciones como es RIM (Introduccion: 3.1.3), con otra de reducido tamafo, como
Rab3a.

El tratamiento de los sinaptosomas con 8-pCPT incrementé la cantidad de Rab3
inmunoprecipitada (122+6%, n=3, p<0.05; Fig. 4.19, B). Con el fin de conocer si este
incremento en la interaccién entre Rab3a y RIM es dependiente de la activacion de
Muncl3 por DAG y la formacién del complejo triple, realizamos este experimento en
sinaptosomas tratados con el inhibidor de la PLC, U73122. El tratamiento con U73122
mostrd una tendencia a reducir, aunque no de manera significativa, la cantidad de Rab3a

co-inmunoprecipitada (86+3%, n=3, p>0.05; Fig. 4.19. B). En estas condiciones, el
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Figura 4.20. La activacion de los receptores B-adrenérgicos aumenta la interaccién entre las proteinas
Munc13-1 y RIM1. Los sinaptosomas se trataron con el agonista de los receptores -adrenérgicos, isoproterenol
(100uM, 10min), solubilizandolos e inmunoprecipitandolos con anticuerpos anti-Flag (control negativo con epitopo no
fisiolégico ; 3.5 pg; IP: 1gGr), anti-Munc13-1 (3.5 pg; IP: Munc13-1) o anti-RIM1 (3.5 pg; IP: RIM1). (A) Los extractos
inmunoprecipitados (IP) y los crudos (muestra sin inmunoprecipitar) se analizaron por inmunotransferencia (IB) con
anticuerpos anti-Munc13-1 de ratén. (B) Cuantificacion de la co-inmunoprecipitacion de Munc13 (Muncl3 IP) con
anticuerpos anti-RIM, expresada como relaciéon frente a la inmunoprecipitacion de Munc13-1a y normalizada al valor
de intensidad integrada de los controles sin tratar. Los datos se expresaron como la media £+ SEM de tres
experimentos diferentes. *, p<0.05 (test de t de Student).

tratamiento con 8-pCPT, mostr6 también una tendencia a incrementar la co-
inmunoprecipitacion de Rab3a, aunque no resultd significativa (99+6%, n=3, p>0.05; Fig.
419, B). Por tanto, el tratamiento de los sinaptosomas con 8-pCPT incrementa la
interaccion entre Rab3a y RIM, pero de manera dependiente de la actividad de PLC, y
probablemente de la activacion de Munc13. Por ello, los resultados obtenidos no permiten
confirmar la accion directa de Epac en la activacién de Rab3a, ya que sugieren que el

incremento de interaccion RIM1-Rab3A es consecuencia indirecta de otros mecanismos.

En la formacién del complejo triple Munc13-RIM-Rab3a, la interaccién de Muncl3
con la proteina RIM, es necesaria para evitar la formacién del dimero autoinhibitorio de
Muncl3 y permitir la preparacion de las SVs para su liberacion (Deng et al., 2011). Por lo
tanto, la activacion de la potenciacion de la exocitosis dependiente de la formacion de este
complejo triple, deberia implicar también un incremento en la interaccién entre Muncl3 y
RIM. Por ello, analizamos en sinaptosoma el efecto del agonista de los B-AR,
isoproterenol, en la interaccion entre Muncl3 y RIM, determinada por co-
inmunoprecipitacion e inmunodeteccion (Western-Blot).

La inmunodeteccion con anticuerpos anti-Muncl3 de la cantidad de proteina
inmunoprecipitada con anticuerpos anti-Muncl3, mostr6 que el tratamiento con
isoproterenol aparentemente no alter6 la cantidad de Muncl3 inmunoprecipitada,
detectada como una banda de aproximadamente 250kDa (Fig. 4.20. A). Los experimentos
de co-inmunoprecipitacion, en los que se incubd con anticuerpos anti-RIM1 y se revelé con
anticuerpos anti-Muncl3, también mostraron una banda que aparentemente corresponde
con la proteina Munc13-1 co-inmunoprecipitada (Fig. 4.20. A). Para evitar la influencia de
posibles cambios en la inmunoprecipitacion de Munc13-1 por el tratamiento farmacolégico,

la proteina Muncl3-1 co-inmunoprecipitada con anticuerpos anti-RIM1 se normalizé
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respecto a la proteina inmunoprecipitada. El tratamiento con isoproterenol indujo un
aumento la cantidad de proteina Munc13 co-inmunoprecipitada (155+£6%, n=3, p<0.05; Fig
4. 20. B).

Por lo tanto, este resultado supone un indicio adicional de Ila participacion del
complejo triple Munc13-RIM-Rab3 en el mecanismo de potenciacién de la liberacion de

glutamato dependiente de los B-AR.

2.2.6. La activacion de los B-AR y de la proteina Epac promueven la aproximacion de

las SVs a la membrana de la zona activa presindptica.

La funciéon de Muncl3, mediada por la formacién del complejo triple Munc13-RIM-
Rab3A, es preparar las SVs para su liberacion. Los cambios moleculares que ocurren
durante el proceso de preparacion de las SVs conllevan la disposicion de dichas SVs en
estrecha aposicién con la membrana de la zona activa (Imig et al., 2014). Por lo tanto, si
los mecanismos de potenciacion de la liberacion de glutamato por la activacién de los -
AR y Epac implican la activacion de estas proteinas, deberian estar asociados al
incremento en el nimero de SVs cercanas a la zona activa presinaptica.

Para estudiar los posibles cambios en la distribucion de las SVs, analizamos los
sinaptosomas por medio de microscopia electrénica de transmisioén, midiendo la distancia
de la membrana de las SVs a la membrana de la zona activa. Aunque la preparacion de
sinaptosomas supone la purificacion de los terminales presinapticos neuronales, el analisis
de esta preparacion por microscopia electronica muestra que en el 43% de las zonas
activas estudiadas (353 zonas activas de 3 preparaciones) se observan restos de
membrana o pequefios saculos membranosos que presentan, en aposicién con la
membrana sinaptosomal, zonas electrodensas identificadas como las densidades
postsinapticas propias de las sinapsis glutamatérgicas. Dada la importancia de los
contactos entre la post y la presinapsis para la organizacion de la zona activa, y por tanto,
probablemente para la organizacion de las propias SVs, s6lo analizamos los sinaptosomas
en los que fue posible identificar esta densidad postsinaptica.

El tratamiento de los sinaptosomas con isoproterenol (7.5+0.8%, n=48, p<0.001;
Fig. 4.21. By F) y 8-pCPT (9.3+1.4%, n=42, p<0.001; Fig. 4.21. C y G) indujo un aumento
en las SVs situadas a menos de 10nm de la membrana de la zona activa, frente a los
sinaptosomas control (3.6+0.6%, n=72, Fig. 4.21. A, F y G). Estos tratamientos
farmacolégicos no alteraron el nimero de SVs observadas en los terminales en el plano
analizado (control: 30.7£2.4; isoproterenol: 33.3+3.1, p>0.05; 8-pCPT: 35.3+3.5, p>0.05;
Fig. 4.21. D), ni en el conjunto de SVs situadas a menos de 50nm de la zona activa
(control: 25.0+1.0%; isoproterenol: 26.3+1.2%, p>0.05; 8-pCPT: 27.3+1.5%, p>0.05; Fig.
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Figura 4.21. La activacion de los receptores B-adrenérgicos y de la proteina Epac incrementa el nimero de SVs
proximas a la membrana de la zona activa. Micrografias electronicas de (A) sinaptosomas control, (B) tratados con el
agonista de los receptores B-adrenérgicos, isoproterenol (Iso, 100uM, 10min) y (C) tratados con el activador especifico
de Epac, 8-pCPT-2-O-Me-cAMP (8-pCPT, 50uM, 10min), con ampliaciones de las zonas activas insertadas. Barra de
escala 150nm. (D) Cuantificacion del nimero total de SVs por zona activa, (E) porcentaje de SVs a menos de 50nm de
la membrana de la zona activa, (F-G) porcentaje de SVs en relacion a su distancia a la zona activa (distribuidas en
intervalos de 10nm). Los datos se expresaron como la media + SEM. NS, p>0.05; * <0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 (test
de t de Student), comparados con el correspondiente valor de los controles.

4.21. E), indicando que los cambios observados se corresponden con la redistribucion y
acercamiento de las SVs préximas a la zona activa. Estos resultados indican que la via de
potenciacion dependiente de los B-AR y Epac da lugar al acercamiento de las SVs a la
membrana de la zona activa, probablemente como consecuencia del proceso de

preparacion de las mismas por la accion del complejo triple Muncl13-RIM-Rab3.
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Por lo tanto, el conjunto de los resultados obtenidos ponen de manifiesto que, en
sinaptosomas de corteza cerebral, la activacion de los receptores B-AR induce la
generacion de cAMP, que activa la proteina Epac. Esta proteina activa la PLC, generando
DAG y potenciando la liberacion de glutamato por medio de la activacion de Muncl13-1,
que participa en la preparacion de las SVs para su exocitosis por medio de la formacion
del complejo Muncl13-RIM-Rab3.

2.2.POTENCIACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR RECEPTORES -
ADRENERGICOS Y EPAC EN CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS
CORTICALES.

Los resultados obtenidos con la preparaciéon de sinaptosomas cerebrocorticales
han mostrado que los B-AR, potencian la liberacién de glutamato por un mecanismo
dependiente de la proteina Epac, que probablemente modula la maquinaria exocitética
(Fig. 4.14-4.21). Con el objetivo de ampliar el estudio de estas vias de sefializacion de los
receptores 3-AR a otros modelos, empleamos cultivos primarios de neuronas corticales,
transfectadas con el plasmido que codifica la expresion de la vGlutl-pHluorina. Esta
proteina presenta una GFP (proteina verde fluorescente) sensible al pH unida a los
dominios luminales del transportador vesicular de glutamato de las SVs, vGlutl (Voglmaier
et al., 2006). Dado que el interior de las SVs modifica su pH durante los eventos de exo-
/endocitosis, es posible monitorizar estos procesos mediante las variaciones en la
fluorescencia de la vGlutl-pHluorina. Asi, esta proteina emite fluorescencia durante el
proceso de exocitosis, al fusionarse las SVs con la membrana de la zona activa y liberar
los neurotransmisores, apagandose la fluorescencia en las etapas posteriores de
endocitosis y re-acidificacion. Ademas, la alcalinizacién quimica del interior de las SVs, por
medio de la aplicacién de NH,CI, induce la emisién de todas las pHluorinas independiente
de la exocitosis, lo que permite determinar la fluorescencia maxima de todas las SVs
presentes en el terminal presinaptico, y estimar asi la proporcion de SVs movilizadas

durante las respuestas exocitéticas (Burrone et al., 2006; Fig. 3.8).
2.2.1. Caracterizacién de la expresion de la vGlutl-pHluorina y mCherry bajo el
promotor de la CaMKII.

El cultivo primario de neuronas corticales empleado contiene tanto neuronas
excitatorias como inhibitorias. Ademas, no se evit6 la proliferacion de células de glia con

el objetivo de intentar simular en el cultivo, en la medida de lo posible, las condiciones
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fisiologicas del entorno neuronal. Los cultivos se transfectaron con el plasmido que codifica
la expresion de vGlutl-pHIluorina y con el plasmido que codifica la expresién de la proteina
fluorescente mCherry bajo el promotor de la CaMKlla. La CaMKlla se expresa
preferentemente en neuronas excitatorias en la corteza cerebral (Jones et al., 1994;
Chiarlonne et al., 2014), por lo que la expresién de mCherry podria suponer un marcador
de las neuronas excitatorias de los cultivos. Asi, analizamos la expresion de mCherry y
vGlutl-pHluorina (GFP) por medio de su marcaje por inmunocitofluorescencia en neuronas
glutamatérgicas y GABAérgicas, asi como en células de glia, identificadas por sus
respectivos marcadores, vGlutl, GAD65 y GFAP. Encontramos que la inmunoreactividad
de mCherry es especifica de neuronas, marcando los somas (Fig. 4.22. A) y las fibras de
dichas neuronas (Fig. 4.22. B), y excluyendo las células de glia, identificadas con la
proteina fibrilar acidica de la glia o GFAP como marcador. Ademas, el marcaje punteado
de las fibras con GFP, correspondiente a la expresion de vGlutl-pHluorina, indica que la
presencia de esta proteina probablemente se restringe a neuronas y no a las células de
glia (Fig. 4.22. C).

Por otra parte, encontramos que existe un alto grado de expresiéon de mCherry en
neuronas glutamatérgicas (Fig. 4.22.D y E). Asi, el 93.9+4.3% de los somas de neuronas
que expresaban mCherry, expresaban ademas vGlutl (n=51 células, 7 campos; Fig.
4.22.J). Ademas, existe también un alto grado de co-localizacion entre la expresion de
vGlutl y el marcaje de GFP correspondiente a vGlutl-pHluorina (Fig. 4.22.F).
Concretamente, un 76.1+3.7% de los ROIs inmunoreactivos para GFP son también
positivos para vGlutl (n=1576 ROls, 8 campos; Fig. 4.22. K). Sin embargo, también se
observo la expresién de mCherry en algunas de las neuronas GABAérgicas (Fig. 4.22.G y
H). Un 50.9+3.7% de los somas de neuronas que mostraron expresion de mcCherry,
presentaban también marcaje para el marcador de neuronas GABérgicas, GAD65 (n=127
células, 10 campos; Fig 4.22. J). Asi mismo, el co-marcaje de GFP correspondiente a
vGlutlpHlorina con GAD65 (Fig. 4..22. 1), mostré que el 32.1+2.8% de los ROIs que
positivos para vGlutl-pHluorina se co-localizan con neuronas GABAérgicas (n=4831, 17
campos; Fig 4.22.K). Por lo tanto, en el cultivo de neuronas corticales mCherry no es un
marcador exclusivo de neuronas glutamatérgicas, e incluso la vGlutl-pHluorina se expresa
en una subpoblaciéon de neuronas GABAérgicas.

En los estudios funcionales realizados a continuacion, se eligieron las areas en las
que se expresa vGlutl-pHluorina, identificadas por la perfusién de NH4Cl, y que ademas
expresan de mCherry. De acuerdo a los resultados de inmunocitofluorescencia obtenidos,
estas areas se corresponden con terminales presinapticos de neuronas, en su mayoria

glutamatérgicas, aunque no exclusivamente de este fenotipo.
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Figura 4.22. Caracterizacion inmunocitoquimica de las expresion de mCherry y vGlutl-pHluorina en
neuronas corticales en cultivo. (A-C) Imagenes de la exclusion entre la expresion de GFAP (marcador de
células de glia) y mCherry/ GFP (vGlutlpHIluorina). (D-F) Las imagenes muestran un alto grado de co-expresion
entre vGlutl (marcador de neuronas excitatorias) y mCherry/ GFP (sinaptofluorina). (G-lI) Estas imagenes
muestran una co-expresion parcial entre GAD65 (marcador de neuronas inhibitorias) y mCherry/ GFP
(vGlutlpHluorina). (J) Porcentaje de expresion de vGlutl/GAD65 en somas de neuronas positivas para mCherry
y en (K) ROls positivos para mCherry. Los datos fueron representados como la media +SEM (barras de error).
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2.2.2. Estudio de la liberacion espontanea.

Los resultados obtenidos en sinaptosomas mostraron que la inhibicion de la
generacion de potenciales de accion, por la accién del bloqueante de canales de Na®
dependientes de voltaje, tetrodotoxina (TTXx), aislaba el componente independiente de PKA
de la potencion de la liberacidon de glutamato inducida por los receptores B-adrenérgicos
que probablemente estan relacionados con la modulacion de la maquinaria exocitética
(Fig. 4.14). Por lo tanto, quisimos estudiar la modulacion de la liberacion espontanea en
cultivos primarios de neuronas corticales.

La Bafilomicina Al es un inhibidor de la ATPasa vacuolar que bombea protones en
las SVs, por lo que previene la re-acidificacién de las SVs asociada a los procesos de
endocitosis, provocando que la fluorescencia emitida por las pHluorinas no descienda
después de la exocitosis (Burrone et al., 2006; Fig. 3.8). Por lo tanto, en ausencia de
estimulacion, y en condiciones de blogueo de la generacién de potenciales de accion con
TTx, la presencia de Bafilomicina Al permite observar un incremento de fluorescencia
lineal y acumulativo, que se corresponde con la liberacién espontanea. De acuerdo con el
método descrito por Hua et al., 2011, se estudid la pendiente (s') del incremento
espontédneo de fluorescencia en presencia y en ausencia de Bafilomicina Al (Fig. 3.9.A),
normalizandola al maximo de fluorescencia inducida por la perfusion de NH4Cl (AF/Fiq).
Las pendientes individuales de los botones fueron representadas como histogramas de
frecuencias para cada una de estas fases, calculando la pendiente media como el valor
central de la distribucién gaussiana de ajuste de los datos. Finalmente, se calculd la tasa
de liberacién espontanea como la diferencia entre las pendientes medias de las dos fases
estudiadas.

De esta manera, se determind el efecto de la activacion de los B-AR y de la
proteina Epac sobre la liberacion espontanea en neuronas corticales (14-20 DIV),
transfectadas con los plasmidos que codifican la expresion de vGlutl-pHluorina y mCherry
bajo el promotor de la CaMKlIlaq, y tratadas con TTx (1uM) y Bafilomicina A1 (500nM), de
acuerdo al protocolo mostrado en la Fig. 3.9.A.

La aplicacion del agonista de los B-AR, isoproterenol (100uM), produjo el aumento
de la tasa de liberacion espontanea (AF/Fi,= 7.67 + 0.19 .10 s, n=908 botones, p<0.001;
Fig. 4.23. A y B), frente a las neuronas sin tratar (AF/Fi,= 5.61+ 0.15 .10* s, n=1186
botones; Fig. 4.23. A y B). Ademas, el tratamiento con el activador especifico de las
proteinas Epac, 8-pCPT (50 y M), también indujo el aumento de la tasa de liberacion
espontanea (AF/Fi= 6.85+ 0.19 .10 s, n=778 botones, p<0.001; Fig. 4.23, Ay B). Asi,
tanto la activacion de los B-AR, como de la proteina Epac, producen un incremento de la

liberacion espontanea de glutamato en neuronas corticales en cultivo.
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Figura 4.23. Modulacion de la liberacién espontanea por activacion de los receptores B-AR y de la proteina
Epac en cultivos primarios de neuronas corticales. Las neuronas corticales (14-19DIV) de ratones (Ay B) WT,
(C y D) Munc13-1 H567K y (E y F) RIM1a KO, se transfectaron con los plasmidos que codifican las proteinas
vGlutl-pHluorina y de mCherry bajo el promotor de la CaMKlla, y se perfundieron con TTx (1uM) y Bafilomicina A1
(500nm). Las neuronas ademas fueron tratadas en perfusién con el agonista de los receptores -adrenérgicos,
isoproterenol (Iso, 100uM), y el activador de la proteina Epac, 8-pCPT- O"-Me-cAMPS (8-pCPT, 50uM). (A, C, E)
Variacion de fluorescencia normalizada frente al maximo de fluorescencia inducido por la perfusiéon de NH,CI.
Insertadas en la figura se muestran las distribuciones de gaussinas de ajuste del histograma de frecuencias de los
botones individuales para la tasa de liberacion espontanea (AF/Fi.). (B, D, F) Tasa de liberacién espontanea
(AF/Fiy), calculada como la diferencia entre las pendientes de la fase de Bafilomicina A1y TTx y la de la fase de
TTx. Los datos fueron representados como la media +SEM (barras de error). NS (no significativo), ***, p<0.001
(test t-Student), comparados con el respectivo control.

La potenciacion de la Iberacion de glutamato inducida tanto por la activacion de los
B-AR como por activacion de la proteina Epac en sinaptosomas implica la activaciéon de
PLC y de proteinas activadas por DAG (Fig. 4. 15 y 4.17), probablemente Muncl3 (Fig

4.18 y 4.20). Los ratones carentes de las isoformas de Muncl3 mueren al nacer (Augustin
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et al., 1999; Varoqueaux et al., 2000; Rhee et al., 2002) por lo que no es posible obtener
sinaptosomas de ratones adultos para su estudio, aunque si es factible realizar cultivos
primarios con estos modelos animales. Asi, estudiamos los ratones mutantes Muncl13-1
H567K, que presentan una mutacién puntual en el dominio de union a DAG de esta
proteina, que impide que se desarrollen los mecanismos de potenciacion de la liberacion
de neurotransmisores dependientes de la uniéon de Muncl3 a DAG (Rhee et al., 2002).

La tasa de liberacién espontanea en ausencia de tratamiento de los cultivos del
raton Munc13-1 H567K fue menor que la de los ratones de genotipo salvaje (AF/Fin= 3.72+
0.26 .10* s™, n=106 botones; p>0.001; Fig. 4.23. C y D). Ademas, la aplicacién de
isoproterenol en estas neuronas no produjo un incremento de la tasa de liberacion
espontanea (AF/Fin= 2.99+ 0.24 .10 s™, p<0.05, n=137 botones; Fig. 4.23. C y D). Asi
mismo, el tratamiento con 8-pCPT, tampoco produjo el aumento en la tasa de liberacion
espontanea (AF/Fi,= 3.02+ 0.20 .10 s™, p<0.05, n=136 botones; Fig. 4.23. C y D). Estos
resultados muestran que la potenciacion de la liberacién espontanea por activacion de los
B-AR y Epac, en neuronas corticales en cultivo, probablemente implique la activacion por
DAG de la proteina Munc13-1.

Los resultados obtenidos en sinaptosomas sugieren que estos mecanismos de
modulacion pueden depender de vias de sefalacion adicionales a la dependiente de
PLC/Muncl3 (Fig 4.17.). Asi, se ha descrito que los mecanismos de plasticidad por cAMP
dependen de la proteina RIM1a (Castillo et al., 2002), y nuestros resultados muestran que
la activacion de la proteina Epac incrementa la interaccion entre Rab3a y RIM1 (Fig. 4.19).
Por lo tanto, quisimos estudiar los mecanismos de potenciacion de la liberacion
espontanea por la activacion de los B-AR y de las proteinas Epac en cultivos de neuronas
corticales obtenidas de ratones carentes de la proteina RIM1a.

La tasa de liberacion espontanea observada en los ratones carentes de la proteina
RIM1a también fue menor que la desarrollada por los ratones de genotipo salvaje (AF/Fiy=
3.51+ 0.17 .10* s, p<0.001, n=936 botones; Fig. 4.23. E y F). Ademas, encontramos que
la aplicaciéon de isoproterenol en las neuronas procedentes de estos ratones, no indujo un
aumento en la tasa de liberacién espontanea (AF/Fiy= 3.12+ 0.18 10% 81, p>0.05, n=808
botones; Fig. 4.23. E y F) frente a las neuronas sin tratar con farmaco. De la misma
manera, la aplicacion de 8-pCPT no dio lugar al incremento de la liberaciéon espontdnea
(AF/Fi= 3.68+ 0.19 .10 s, p>0.05, n=626 botones; Fig. 4.23. E y F). Por lo tanto, la
potenciacion de la liberacion espontanea dependiente de los B-AR y Epac parece

depender también de la presencia de la proteina RIM1a.
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2.2.3. Estudio de la liberacion inducida por despolarizacion.

Los estudios realizados en sinaptosomas se centraron en el analisis de la
liberacion en presencia de TTx, porque en estas condiciones se aisla un componente de
liberacion posiblemente dependiente de la modulacién de la maquinaria exocitética. Sin
embargo, los resultados obtenidos mostraron que la potenciacién por el activador de la AC,
forscolina, de la liberacion inducida por despolarizacién también presenta un componente
independiente de PKA (Fig. 4.14). Por ello, quisimos estudiar también el efecto de la
activacion de los B-AR y de la proteina Epac sobre la liberacion inducida por
despolarizacion en los cultivos primarios de neuronas corticales.

En estos experimentos empleamos neuronas corticales (14-20 DIV) transfectadas
con los plasmidos que codifican las proteinas vGlutl-pHIluorina y mCherry bajo el promotor
de la CaMKIlla. La despolarizacién de las neuronas se indujo por medio de un estimulador
de campo, aplicando un nimero variable de estimulos eléctricos (APs) de 10 V/cm a 20Hz.
Se aplicaron estimulaciones breves de 40APs, asociadas con la liberacion del RRP, y
estimulaciones moderadas de magnitud subméxima de 400APs (Burrone et al., 2006).
Ademas, se aplicaron estimulos de un Unico AP con el objetivo de estimar la tasa de
acierto asociada a la probabilidad de liberaciéon (Blaji y Ryan, 2007). El aumento de
fluorescencia de estas respuestas normalizado a la fluorescencia de todas las SVs de
cada botén individual, determinada con NH4Cl. Los protocolos de estimulacion eléctrica y
de los tratamientos farmacoldgicos se muestran en la Fig. 3.9. B.

El tratamiento de las neuronas con el activador de la proteina Epac, 8-pCPT
(50uM), y el agonista de los B-AR, isoproterenol (100uM), produjo el incremento de la
liberacion inducida por 40APs (isoproterenol: 5.8+0.5%, n=371 ROIs, p<0.001; 8-pCPT:
8.240.6%, n=380 ROIs, p<0.05, respectivamente; Fig. 4.24. A y B), frente a las neuronas
control en ausencia de farmacos (4.6+0.3%, n=846 ROlIs, Fig. 4.24. Ay B).

Ademas, la aplicacién de isoproterenol (26.1+1.0%, n=371 ROls, 5 campos,
p<0.001; Fig. 4.24. Ay C) y de 8-pCPT (23.3+1.0, n=380 ROlIs, 4 campos, p<0.001; Fig.
4.24) también el incrementd la liberacion inducida por 400APs, respecto de la neuronas
control sin tratar con estos farmacos (17.6+0.6, n=846 ROls, Fig. 4.24. Ay C).

Asi mismo, se estudiaron las cinéticas de la exocitosis y endocitosis de las
respuestas a 400APs, determinando las correspondientes contantes de incremento y
decaimiento exponencial, respectivamente. Las constantes de exocitosis no se alteraron
con isoproterenol (11.6+£1.0s, n=371 ROIs, p>0.05; Fig. 4.24. Dy E), u 8-pCPT (10.8£1.8s,
n=380 ROIs, p>0.05; Fig. 4.24. D y E), en comparacion con el control en ausencia de
farmacos (12.0+1.6s, n=846 ROlIls,; Fig. 4.24. D y E). Sin embargo, si se observaron
cambios en las constantes de endocitosis frente al control (46.22+1.36s, 846 ROls; Fig.

4.24. Dy F), tras el tratamiento con isoproterenol que incremento la velocidad de la
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Figura 4.24. La activacion de los B-AR y de la proteina Epac modula la liberacién inducida por
despolarizacién en cultivos primarios de neuronas corticales. Neuronas corticales (14-19DIV) de ratones (A-
G) WT, (H-N) RIM1a KO y (O-U) Munc13-1 H567K, transfectadas con los plasmidos que codifican las proteinas
vGlutl-pHIuorina y de mCherry bajo el promotor de la CaMKlla, fueron sometidas a estimulaciones de campo de 40
0 400 potenciales de accion (APs) a 20Hz. Las neuronas ademas fueron tratadas en perfusiéon con el agonista de
los receptores B-adrenérgicos, isoproterenol (Iso, 100uM), y el activador de la proteina Epac, 8-pCPT- O"-Me-
cAMPS (8-pCPT, 50uM). (A,H,0) Registros de fluorescencia normalizados a la sefal del NH,CI. (B,C,I,J,P,Q)
Porcentaje de SVs liberado por 40 y 400 APs. (D,K,R) Ajuste de las cinéticas de exocitosis y endocitosis inducida
por 400APs, normalizados respecto a su valor maximo. (E,F,L,M,S,T) Contantes de exocitosis y endocitosis.
(G,N,U) Tasa de aciertos calculada a partir del nimero de respuestas de exocitosis al aplicar estimulos de un Unico
AP. Los datos fueron representados como la media +SEM (barras de error). NS (no significativo); *, p<0.05; **,
p<0.01; ***, p<0.001 (test t-Student), comparados con el control respectivo.
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endocitosis (28.61+0.30s, n=371 ROIs; p<0.001; Fig. 4.24. D y F), mientras que la
aplicacion de 8-pCPT redujo la velocidad de este proceso (57.77+0.83s; 380 ROls;
p<0.001; Fig. 4.24. D y F). Por lo tanto, la activacion de los B-AR y Epac parece tener un
efecto contrapuesto sobre la endocitosis, sugiriendo que es posible que estas proteinas
modulen este proceso por vias diferentes.

Por dltimo, se estimd la probabilidad de liberacion a partir del ndmero de
respuestas exocitdticas por la aplicacion de un Unico AP (Balaji y Ryan, 2007). Asi, se
calcul6 la tasa de acierto como el nimero de respuestas frente al nimero de estimulos
aplicados de un Unico AP. No se observd ninglin cambio en la tasa de acierto por el
tratamiento con isoproterenol (0.80+0.04, n=371 ROIs; p>0.05; Fig. 4.24.G), ni con 8-
pCPT (0.78+0.07, n=380 ROlIls; p>0.05; Fig. 4.24. G), frente al control (0.81+0.04, n=846
ROIs). Estos resultados sugieren que la activacion de los B-AR y Epac no afecta a la
probabilidad de liberacion.

Por lo tanto, parece que la activacion de los receptores B-AR y de la proteina Epac
incrementa la liberacion inducida por 40 y 400APs, afectando ademds a la cinética de
endocitosis. Sin embargo, ni la cinética de exocitosis, ni la probabilidad de liberacién
parecen modificarse por el tratamiento con estos farmacos.

Los resultados obtenidos en sinaptosomas (Fig. 4.18-4.20) y en el estudio de la
liberacion espontanea en los cultivos de neuronas corticales (Fig. 4.23), sugieren que las
proteinas de la maquinaria exocitética RIM1a y Munc13-1 pueden ser los efectores finales
de los mecanismos de sefalizacion activados por los receptores B-AR y de la proteina
Epac. Por lo que decidimos determinar los efectos de la activacion de los B-AR y de la
proteina Epac sobre la liberacion inducida por despolarizacién en cultivos de neuronas
corticales de los ratones carentes de la proteina RIM1a y de los mutantes para la unién a
DAG (H567K) de la proteina Munc13-1.

Las neuronas de los ratones carentes de RIM1a mostraron una reduccion en la
respuesta a 40APs (1.8+0.4%, n=397 ROIs, p<0.001; Fig. 4.24. H e 1) en comparacién con
las neuronas control. El tratamiento de estas neuronas carentes de la proteina RIM1a con
isoproterenol (3.0+0.5%, n=549 ROIs, p>0.05; Fig. 4.24. H e I) y con 8-pCPT (2.5+0.7%,
n=192 p>0.05; Fig. 4.24. H e ) no potencié significativamente la liberacion inducida por
40APs. Las neuronas del ratén Munc13-1 H567K también mostraron una reduccion en la
liberacion por 40APs (2.4+0.5%, n=300, p<0.001; Fig. 4.24. O y P) en comparacion con las
neuronas control. En las neuronas del raton Muncl3-1 H567K, no se observé ningun
efecto por el tratamiento con isoproterenol (2.5.0+0.7%, n=141 ROIs, p>0.05; Fig. 4.24. O
y P).

Por otra parte, las neuronas del raton KO para RIM1a también desarrollaron
respuestas menores a la estimulaciéon con 400APs (11.31+0.6%, n=397 ROls, p<0.001; Fig.

4.24. Hy J) en comparacién con las neuronas control. En las neuronas carentes de RIM1a
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el tratamiento con isoproterenol (15.2+0.8%, n=549 ROls, p<0.001; Fig. 4.24. Hy J) y con
8-pCPT (18.8+1.2%, n=192, p<0.001; Fig. 4.24. H y J) si increment? la liberacion inducida
por 400APs. Las neuronas del raton Muncl13-1 H567K no mostraron alteraciones en la
respuesta a 400 APs (16.1+0.9%, n=300, p>0.05; Fig. 4.24. O y Q), pero si aumentaron
ligeramente su liberacion por el tratamiento con isoproterenol (19.5+1.4%, n=141 ROlIs,
p<0.05; Fig. 4.24. Oy Q).

Los distintos tratamientos farmacoldgicos no modificaron las cinéticas de exocitosis
en las células carentes de RIM1a (17.721£2.19s, p<0.05, n=549 ROls, para isoproterenol; y
18.34+1.43s para 8-pCPT, p<0.05, n=192, 4 campos; frente al control 22.94+3.82s, n=397
ROIls; Fig.24.L) ni en las células que expresan el mutante Munc13-1 H567K (90.79+5.75s
para isoproterenol, p<0.05, n=141; frente al control 89.87+4.64s, n=300 ROIs; Fig.24.S).
Por otro lado se observd que en las neuronas carentes de RIM1a, se perdieron las
modulaciones inducidas por 8pCPT e isoproterenol en las células control (Fig.24.M, frente
a Fig.24.F). Asi, en las células sin RIM1a se perdi6 el efecto de enlentecimiento de la
endocitosis inducido por 8PcPT (59.1+1.6s; n=192, p>0.05; Fig. 4.24. M) mientras que la
aceleracion de la cinética de la endocitosis inducida por isoproterenol se convirtié6 en un
efecto de enlentecimiento (72.7+£2.2s; n=549 ROIs, p<0.001; Fig. 4.24. M), frente al control
(54.7+1.7s; n=397 ROIs; Fig. 4.24. M). En las células derivadas del raton Munc13-1
H567K, también se observd un incremento de la velocidad de endocitosis por el
tratamiento con isoproterenol (146.31+1.59s para isoproterenol, p<0.001, n=141; frente al
control 164.63+2.99s, n=300 ROIls; Fig.24.T), aunque de menor magnitud que el
observado en las células de genotipo silvestre. Por lo tanto, estos resultados sugieren
que los efectos de la activacion de los B-AR y Epac sobre la cinética de endocitosis son
probablemente dependientes de la proteina RIM1a, pero no de Munc13-1.

Finalmente, igual que en neuronas control (Fig. 24.G) el tratamiento con
isoproterenol o con 8-pCPT no alteré la tasa de aciertos en las neuronas carentes de
proteina RIM1a (0.76+0.03, n=549 ROls, p>0.05, para isoproterenol; y 0.75+£0.05; n=192,
p>0.05, para 8-pCPT; frente al control, 0.72+0.03; n=397 ROlIs; Fig. 4.24. N) ni en las
neuronas Muncl13-1 H567K (0.81+0.03, n=549 ROIs, p>0.05, para isoproterenol, frente al
control 0.74+0.13; n=397 ROlIs; Fig. 4.24. U). Es de destacar que la tasa de acierto en
ausencia de tratamiento es menor (p<0.05) en las células del ratén carente de la proteina
RIM1a que en las neuronas de genotipo salvaje, de acuerdo con la disminucion de la
probabilidad de liberacién descrita previamente en este modelo (Schoch et al., 2002). Sin
embargo, la tasa de acierto de las neuronas con Muncl3-1 H567K no presentan
diferencias (p>0.05) frente al ratdon de genotipo salvaje de acuerdo con el fenotipo descrito
para estas células (Rhee et al., 2002).

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que el incremento de la liberacién

inducida por 40APs, por la activacion de los B-AR y Epac, es dependiente de la proteina
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RIM1a y de la unién de DAG a Munc13-1. Ademds, las alteraciones observadas en la
cinética de endocitosis por la activacién de estas proteinas podrian depender de RIM1a.
Sin embargo, el incremento de la liberacion inducida por 400APs por la activacién de los 3-
AR y Epac parece ser independiente de la proteina RIM1a y de la unién de DAG a
Munc13-1. Por lo tanto, los mecanismos de potenciaciéon dependientes de los B-AR y Epac
parecen implicar a estas proteinas de la maquinaria exocitética en liberaciones suaves,
mientras que los efectos sobre liberaciones de mayor intensidad parecen dependientes de

otros mecanismos.

2.2.3. Estudio del tamafio de los grupos de vesiculas sinapticas.

Las SVs pueden clasificarse a nivel funcional en tres grupos o pools (Introduccion
1.3.; Rizzoli y Betz, 2005; Alabi y Tsien, 2012; Fig. 1.2.C). Los resultados obtenidos
muestran que la activacion de los B-AR/Epac podria estar asociada a un aumento en el
namero de SVs preparadas para la liberacion o RRP (Fig. 4. 21), de acuerdo a la posible
implicacién de proteinas Munc13-1 y RIM1a (Fig. 4.18-4.20; Fig. 4.23, 4.24), que participan
en la preparacion de las SVs (Rhee et al., 2002; Deng et al., 2010).

Es posible estudiar estos grupos de SVs en neuronas que expresan pHluorinas,
mediante la aplicacion de estimulos de distinta intensidad en presencia de Bafilomicina Al
(Burrone et al., 2006; Figura 3.9.C). Este inhibidor de la ATPasa vacuolar evita la re-
acidificacion de las SVs, y por tanto, el apagado de la fluorescencia de las pHluorinas
asociado a la endocitosis, permitiendo cuantificar la tasa neta de exocitosis en respuesta
un determinado estimulo. Asi, el incremento de fluorescencia por la aplicacion de 40APs
corresponde a la liberacién de las SVs que constituyen el RRP, mientras que estimulos
maximos (800APs) permiten estimar todas las SVs que son susceptibles de ser liberadas o
grupo de reciclamiento. Por ultimo, el grupo de reserva o reposo corresponderia al
porcentaje de SVs no movilizadas durante esta estimulacién méaxima (Burrone et al.,
2006). La aplicacion de NH4CIl induce la emision de fluorescencia de todas las SVs
presentes en el terminal, por lo que es posible estimar el tamafio relativo de los grupos de
SVs frente al nimero total de vesiculas.

Estudiamos las respuestas a la despolarizacién inducida por 40 y 800 estimulos
eléctricos de campo (APs) a 20Hz (10 Vicm), en neuronas corticales (14-20DIV)
transfectadas con los plasmidos que codifican la expresion de la vGlutl-pHluorina y
mCherry bajo el promotor de la CaMKIla. Las neuronas fueron tratadas en perfusién con
Bafilomicina A1 (500nM), con el agonista de los B-AR, isoproterenol (100uM), y con el
activador de la proteina Epac, 8-pCPT (50uM), tal como se describe en la Fig. 3.9. C.

Encontramos que la respuesta a la estimulacion con 40APs en ausencia de

farmacos (4.8+0.4%, 1393 ROIs, 9 campos), se incrementd tras la aplicacion de
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Figura 4.25. Modulacién del tamaio de los grupos de SVs por los B-AR y Epac en cultivos primarios de
neuronas corticales. Las neuronas corticales (14-19DIV) de ratones WT, transfectadas con los plasmidos que
codifican la expresion de las proteinas vGlutl-pHluorina, y de mCherry bajo el promotor de la CaMKlla, fueron
sometidas a estimulaciones de campo de 40 y 800 potenciales de accién (APs) a 20Hz, en presencia de
Bafilomicina A1 (500nM). Las neuronas ademas fueron tratadas en perfusion con el agonista de los receptores -
adrenérgicos, isoproterenol (Iso, 100uM), y el activador de la proteina Epac, 8-pCPT- O'-Me-cAMPS (8-pCPT,
50uM). (A) Registros de fluorescencia normalizados a la fluorescencia maxima inducida por la perfusién de NH,CI.
Modulacion del tamafio del grupo de SVs preparado para la liberacion o RRP, correspondiente a la respuesta a 40
APs (B y C); del grupo de reciclamiento, correspondiente a la respuesta a 800 APs (D y E); y del grupo de reserva
(F y G). Los datos fueron representados como la media +SEM (barras de error). NS (no significativo); ***, p<0.001
(test t-Student), comparados con el respectivo control.

isoproterenol (7.3+0.3%, 862 ROIs, p<0.001) y de 8-pCPT (8.1+0.5%, 941 ROls, p<0.001;
Fig. 4.25, A, B y C). Ademas, observamos que los tratamiento con isoproterenol
(29.3+0.6%, 862 ROIls, p<0.001;), y con 8-pCPT (30.4+0.7%, 941 ROls, p<0.001),
también aumentaron la respuesta maxima inducida por 800APs, frente a las neuronas sin
tratar con estos farmacos (21.9+0.6%, 1393 ROls; Fig. 4.25,A, D y E). Finalmente, el grupo
de reposo o de reserva fue reducido por ambos tratamientos farmacolégicos (63.4+0.7%,
862 ROls, p<0.001, para isoproterenol; 61.6+0.9%, 941 ROIls, p<0.001, para 8-pCPT,;
frente al control, 73.3£0.7%, 1393 ROls; Fig. 4.25,A, Fy G).

Por lo tanto, la activacion de los B-AR y de la proteina Epac parece incrementar el

ndmero de SVs que forman parte del RRP y del grupo de reciclamiento.

3. SENALIZACION CRUZADA DE LOS RECEPTORES B-AR Y mGLU7 EN LA
POTENCIACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO.

Los receptores mGlu7, localizados en la zona activa presinaptica, inhiben la
liberacion de glutamato por medio de la activacién de proteinas Gi/o, que reducen la
actividad de los VDCC vy la entrada de Ca®* que dispara la exocitosis (Herlitze et al., 1996;
Takahashi et al.,, 1996; Pelkey et al.,, 2005; Millan et al., 2002). Las proteinas Gi/o

activadas por estos receptores también inhiben la AC y la generacién del cAMP. No
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obstante, es muy importante destacar que la inhibicién de la AC requiere su estimulacion
previa, de manera que los receptores mGlu7 no reducen los niveles basales de cAMP
(Schoppa y Westbrook, 1997; Millan et al., 2002b). Por lo tanto, se desconoce el papel
fisiolégico de este mecanismo de inhibicion de la AC, aunque probablemente esté
relacionado con vias de sefalizacion que aumenten los niveles de cAMP en la zona activa.

Por otra parte, se ha propuesto que la activacion prolongada de los receptores
mGlu7 favorece mecanismos de potenciacion dependientes de cAMP, y se ha sugerido
gue estos mecanismos involucran cambios en la interaccion entre el receptor y la proteina
RIM (Pelkey et al., 2008). Este mecanismo, aparentemente contrapuesto a la inhibicion de
la liberacién por estimulacion breve de estos receptores, afiade todavia mas complejidad a
la modulacién de los niveles de cAMP que ejercen los receptores mGlu7. Hay que sefalar
que en la preparacion de sinaptosomas la activacién prolongada de los receptores mGlu7
potencia la liberacion de glutamato por medio de una via de sefializacion dependiente de
PLC/DAG/Muncl3 (Martin et al., 2010, apartado 4.1.). Las distintas vias de sefalizacion
activadas por los receptores mGlu7 han sido detalladas en el apartado Introduccion: 2.2.1
y mostradas en al Fig. 1.4.C. Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo (apartado
4.2), ponen de manifiesto que los B-AR expresados en la zona activa presinaptica activan,
mediante la generacion de cAMP, la proteina Epac, que a su vez activa la via
PLC/DAG/Muncl3, y posiblemente otras vias complementarias, entre las que se postula la
activacion de Rab3a, incrementando su interaccion funcional con RIM.

En este contexto, otro de los objetivos de este trabajo de investigacion ha sido
estudiar la posible interrelacion entre la generacion de cAMP por los B-AR y los
mecanismos de sefializacién bidireccionales de los receptores mGlu7, asi como las

consecuencias de esta interaccion en la liberacion de glutamato.

3.1. Co-expresion e interaccion de los receptores mGlu7 y B-AR.

Para que exista una interaccion funcional entre las vias de sefalizacion
dependientes de los receptores mGlu7 y B-AR, debe darse la co-expresion de estos en
terminales sinapticos. Con este fin, analizamos la localizacién de estos receptores en la
corteza cerebral por medio de técnicas de inmunohistofluorescencia en rodajas coronales
de cerebro. Tal como puede apreciarse en las imagenes a distintos aumentos (Fig.
4.26.A), el marcaje de los dos receptores muestra un alto grado de co-localizacién (puntos
amarillos) en corteza cerebral. Ademas, para verificar que la co-localizacion de los
receptores se correspondia con terminales presinapticos, realizamos un marcaje triple
incluyendo el marcador de las SVs, sinaptofisina, que muestra que la co-localizacién de

ambos receptores coincide con el marcaje de sinaptofisina (detalles de imagenes a 60X
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mostrados en Fig. 4.26.B). Dado que tanto el receptor mGlu7 (Shigemoto et al., 1997,
Figura 1.4.A), como los B1-AR (Figura 4.16), se localizan en la zona activa presinaptica,
esta co-localizacion probablemente corresponda con la zona activa.

Estudiamos también si la co-localizacién encontrada en las rodajas de corteza
cerebral se observa en la preparaciéon de sinaptosomas cerebrocorticales. Encontramos
que los receptores mGlu7a se expresan en un 30.0£1.2% de los sinaptosomas marcados
con sinaptofisina (6094 sinaptosomas, 20 campos; Fig. 4.26. F-G), mientras que los p1-AR
se expresan en un 30.6x£1.3% de los sinaptosomas (7355 sinaptosomas, 25 campos; Fig.
4.26. H-I). Ademas del tamafio similar de las dos subpoblaciones de sinaptosomas, el
marcaje de los sinaptosomas con anticuerpos contra ambos receptores mostré que el
72.9+2.6% de los terminales que expresan los (;-AR, muestran también marcaje para los
receptores mGlu7a (10643 sinaptosomas, 68 campos; Fig. 4. 26.J-K). Estos resultados
ponen de manifiesto que los receptores mGlu7a y B1-AR se co-expresan en la presinapsis,
tanto en rodajas, como en sinaptosomas obtenidos de corteza cerebral.

Para establecer si existe algun tipo de interaccion entre los receptores mGIu7 y ;-
AR, determinamos la formacion de complejos entre estas proteinas por co-
inmunoprecipitacion e inmunotransferencia (Western-Blot). La incubacién de los
sinaptosomas con anticuerpos anti-mGlu7a  co-inmunoprecipitdé  los  (;-AR,
inmunodetectados como una banda co-inmunoprecipitada ligeramente mayor de 100kDa
(Fig 4.26. E), que probablemente se corresponda con el dimero que forman estos
receptores (Mercier et al., 2002; Lavoie et al., 2002; Angers et al., 2000; Breit et al., 2004),
a partir de monémeros de 55kDa. Ademas, esta banda no se observd en los controles
negativos con anticuerpos irrelevantes que no reconocen ningin epitopo fisiolégico (anti-
Flag), realizados con el objetivo de asegurar que la co-inmunoprecipitacion es especifica.
La co-inmunoprecipitacién inversa también mostré la interaccion de los dos receptores
(datos no mostrados), aunque la intensidad de la banda co-inmuprecipitada fue muy tenue
debido a la baja sefal para inmunotransferencia que presentan los anticuerpos anti-
mGlu7a disponibles. Por lo tanto, los receptores mGlu7 y p-AR pueden formar parte de
complejos proteicos en los botones sinapticos de la corteza cerebral, que se mantienen en
las condiciones de solubilizacion y co-inmunoprecipitacion empleadas. Todos estos
resultados sugieren una posible interaccion entre las vias de sefializacion iniciadas por

estos receptores.
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Figura 4.26. Co-expresion e interaccion de los receptores mGlu7a y f;-adrenérgicos en terminales presinépticos
de corteza cerebral. (A) Imagenes del marcaje por inmunohistofluorescencia de rodajas de corteza cerebral con
anticuerpos frente a los receptores mGlu7a y (;-adrenérgicos a distintos aumentos. Ademas se incluyé DAPI como
marcador de nucleos celulares. Barra de escala, 50 pm. (B-D) Detalles de rodajas de corteza cerebral con marcaje triple
para los receptores y el marcador presinaptico sinaptofisina. Barra de escala, 3 um. (E) Co-inmunoprecipitacion de los
receptores mGlu7a y f3;-adrenérgico. Los sinaptosomas se solubilizaron e inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-Flag
(control negativo con epitopo no fisiolégico; 3.5 pg; IP: anti-Flag), anti-mGlu7a (3.5 ug; IP: mGlu7a) o anti-f;-adrenérgico
(3.5 ug; IP: B1-AR). Los extractos inmunoprecipitados (IP) y los crudos (muestra sin inmunoprecipitar) se analizaron por
inmunotransferencia (IB) con anticuerpos anti-B;-adrenérgico de conejo. (F, G, J) Imagenes de inmunofluorescencia de
sinaptosomas de corteza cerebral marcados con anticuerpos anti-sinaptofisina, anti-mGlu7a y anti- 3;-adrenérgico. (G,I,K)

Cuantificacion de la co-localizaciéon del marcaje de los anticuerpos empleados. Los datos se expresaron como la media +
SFM
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3.2. La activacion breve de los mGlu7 inhibe la potenciacién de la liberacion de

glutamato dependiente de los receptores B-adrenérgicos.

De acuerdo a los resultados de expresion e interaccion de los receptores
estudiados, la reduccién de los niveles de cAMP por los receptores mGlu7 podria modular
la generacion de este segundo mensajero por los receptores B-AR y, por tanto, su accién
potenciadora sobre la liberacion de glutamato.

Para abordar esta posibilidad, empleamos el modo de estimulacion usado en el
estudio de las vias de potenciacion por cAMP (apartado 4.2.1), con bajas concentraciones
del i6noforo de Ca**, ionomicina, en presencia del bloqueante de los canales de Na*, TTx,
lo que, probablemente, permite aislar mecanismos dependientes de la modulacion de la
magquinaria exocitética. Se ha sefialado que una estimulacion breve con el agonista del
receptor mGlu7, L-AP4, activa las vias dependientes de proteinas Gi/o: la inhibicion de la
generaciéon de cAMP vy la inhibicion de los VDCC. Sin embargo, en condiciones en las que
no se activan los VDCC, usando bajas concentraciones de ionomicina en presencia de
TTx, es posible determinar el efecto neto de la inhibicién de la AC por mGlu7 sobre la via
de potenciacion dependiente B-AR/ AC/cCAMP/Epac//PLC/DAG/Muncl3 (apartado 4.2.1)

Estimulando los sinaptosomas con ionomicina (0.5-1uM, ajustando Ia
concentracion del ion6foro para obtener una liberacidon control de 0.5-0.6 nmoles
glutamato/mg proteina), en presencia de TTx (1uM), encontramos que el isoproterenol
potencio la liberacion de glutamato (176.1+3.8%, n=8, p<0.001; Fig. 4.27, By C) frente a
el control (0.59+0.04 nmoles glutamato/mg proteina, n=18). Esta respuesta de
potenciacion fue abolida tras la aplicacion breve del agonista de mGlu7, L-AP4
(102.1+2.9%, n=8, p>0.05; Fig. 4.27, By C). Hay que sefalar que la aplicacién breve de
L-AP4 (135.1+5.5%, n=5, p<0.01, A; Fig. 4.27. D) redujo sélo parcialmente la liberacion
inducida por el activador de la AC, forscolina (15uM; 176.0£8.4%, n=5, p<0.001; Fig. 4.27,
D). Por lo tanto, cabe pensar que los receptores mGlu7 ejercen un control parcial sobre la
AC activada en todos los botones de la preparacién por forscolina, mientras que tienen un
control completo sobre la AC activada en los botones en los que se localizan los 3-AR.

Por lo tanto, los resultados funcionales confirman la existencia de una estrecha
relacion entre los receptores mGlu7 y B-AR en una subpoblacion de terminales
presinapticos, tal como sefialaban los experimentos previos de expresion e interaccion.

Para conocer el mecanismo de inhibicion de la respuesta potenciadora de los B-AR
por mGlu7, realizamos medidas de los niveles de cAMP. El isoproterenol incrementé la
acumulacién de cAMP (224.0+25.0%, n=10, p<0.001, Fig. 4.27.E), y este efecto fue
anulado (p<0.001) en presencia de L-AP4 (96.0£14.1%, n=8, p<0.05, Fig. 4.27.E). Por otro
lado, el bloqueo de la sefializacion por proteinas Gi/o con PTx, no alter6 la respuesta de

isoproterenol (206.0+16.9%, n=6, p<0.05, Fig. 4.27.E), aunque anulé la capacidad de los
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receptores mGlu7 para interferir con la respuesta de los B-AR (220.9+29.1%, n=6, p<0.01,;
Fig. 4.27.E). Ademas, la potenciacion de la liberacion por el activador de la proteina Epac,
8-pCPT-2-O-Me-cAMP (8-pCPT; 176.0+5.8%, n=4, p<0.001, Fig. 4.27. F) no se alterd
(p>0.05) por la aplicacion previa de L-AP4 (180.0+3.2%, n=7, p<0.001, Fig. 4.27.F),
indicando que la inhibicion de la via del cAMP por mGlu7 afecta a la generacion de cAMP

y no a elementos posteriores de la cascada de sefializacion.
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3.3. La inhibicion por mGlu7 de la generacién de cAMP inducida por los B-AR

persiste después del lavado del agonista L-AP4.

Las vias de potenciacién activadas por los receptores mGlu7 (Martin et al., 2010;
apartado 4.1) y los B-AR (apartado 4.2) parecen implicar cascadas de sefializacion que
dependen de PLC/DAG/Muncl3 en las etapas finales. Teniendo en cuenta ademas la co-
expresion e interaccién, asi como la relacion funcional inhibitoria entre estos dos
receptores, podria también existir una interaccidn entre sus mecanismos de potenciacion.
La activacion prolongada de los mGlu7 con L-AP4 (10min), y posterior lavado del agonista
(referido como “Tratamiento L-AP4”, Figura 4.28. A), induce la potenciacién de la liberacién
de glutamato (Martin et al., 2010). Ademas, la estimulacion de la liberacion con ionomicina
en presencia de TTx, permite analizar estos mecanismos de potenciacion sin la
participacion de los fendmenos de inhibicion de los VDCC mediados por mGlu?.

El pretratamiento con L-AP4, potencio la liberacién de glutamato (177.0+3.1%, n=6,
p<0.001, Fig. 4.28. B y C) en cuantia similar a isoproterenol (172.0+4.6%, n=6, p<0.001,
Fig. 4.28. B y C). Sin embargo, el tratamiento con L-AP4 seguido de la aplicacion de
isoproterenol dio lugar a una potenciacion (251.0+4.3%, n=8, p<0.001, Fig. 4.28. By C)
que se corresponde con la suma aritmética de las respuestas individuales (p<0.05), lo que
sugiere que no existe relaciéon entre las vias de potenciacion dependientes de los
receptores mGIu7 y B-AR.

En el tratamiento con L-AP4, el agonista es lavado, por lo que los mecanismos de
potenciacidon siguen activos a pesar de haber interrumpido la exposicién de los
sinaptosomas al farmaco. De manera analoga, existe la posibilidad de que los mecanismos
de inhibicion de la generacién de cAMP por mGlu7 puedan también seguir activos después
del lavado del agonista.

Para estudiar esta posibilidad, incubamos los sinaptosomas con PTx, con el fin de
bloquear las proteinas Gi/o implicadas en la inhibiciéon de la generacién de cAMP por los
receptores mGlu7 (Fig. 4.27. E.). En estas condiciones, la potenciacion de la liberacion por
el tratamiento con L-AP4, seguido de la aplicacion de isoproterenol, fue mayor (p<0.001)
en sinaptosomas tratados con PTx (220.0+6.2%, n=9, p<0.001, Fig. 4.28. D.) que en las
muestras sin toxina (175.0£6.3%, n=6, p<0.001, Fig. 4.27. D). Hay que sefialar que la
potenciacién conjunta fue menor que en experimentos previos (Figura 4.28.C), ya que en
estos experimentos los sinaptosomas se incubaron durante 2 horas, tiempo necesario para
la accion de la PTx, en el que probablemente se vea reducida la funcionalidad de los
sinaptosomas. A pesar de ello, el hecho de que exista un incremento en la liberacién tras
el bloqueo por PTx de las vias de inhibicion de los mGlu7, sugiere que estos mecanismos
de inhibicién de la AC por los receptores mGlu7 permanecen activos tras el lavado del

agonista L-AP4. Ademas, el incremento en la acumulacion de cAMP inducido por
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Figura 4.28.. La inhibicion por los receptores mGlu7 de la potenciacion de la liberacién dependiente de los
receptores B-adrenérgicos persiste después del lavado del agonista L-AP4. (A) Protocolo del tratamiento
farmacoldgico de los sinaptosomas. El tratamiento con L-AP4 se realiz6 exponiendo los sinaptosomas al agonista
durante 10 min, centrifigandolos para retirar el farmaco y re-suspendiéndolos (lavado) para realizar los tratamientos
farmacolégicos posteriores. La adicién de isoproterenol se realizé 40s antes de la aplicacion del ionéforo de Ca®*,
ionomicina. La aplicacién breve de L-AP4 tras el tratamiento se realiz6 20s antes de isoproterenol. Todos los ensayos
de liberacién de glutamato se realizaron en presencia de TTx (1uM), afiadida dos minutos antes del comienzo del
registro. (B) Modulacién de la liberaciéon de glutamato inducida ionomicina (0.5-1uM) en presencia de TTx, por el
agonista de los receptores mGlu7, L-AP4 (1mM, 10min) y la aplicacién del agonista de los receptores (-adrenérgicos,
isoproterenol (Iso, 100uM), individual y conjuntamente. (C) Efecto sobre la liberacion de glutamato normalizada de la
aplicacion de isoproterenol y del tratamiento con L-AP4, individual y conjuntamente. La linea discontinua indica el valor
de la suma aritmética de las potenciaciones individuales. (D) Efecto sobre la liberacién de glutamato normalizada del
tratamiento con L-AP4 y aplicacion sucesiva de isoproterenol, en ausencia (2horas de incubacion) o en presencia del
blogueante de la sefializacién de proteina Gy, toxina pertdsica (PTx, 1.5 pg/pl, 2h). (E) Efecto sobre la liberacién de
glutamato de isoproterenol y del tratamiento con L-AP4 seguido de la aplicacion de isoproterenol, en presencia del
inhibidor de proteinas con dominios de uniéon a DAG, calfostina C (0.1uM, 30min). (F) Acumulacion de cAMP en
presencia de IBMX (1mM, 30min) normalizada frente a los niveles basales en sinaptosomas sin tratar. Los
sinaptosomas se trataron con isoproterenol (100pM, 10min) sin y con el tratamiento previo con L-AP4 (1mM, 10min,
lavando el agonista). (F) Efecto sobre la liberacion de glutamato del tratamiento con L-AP4, la aplicacion de
isoproterenol y un segundo tratamiento en agudo con L-AP4. Las liberaciones de glutamato se normalizaron frente a la
liberacién inducida por ionomicina. Los datos se expresaron como la media + SEM (barras de error). NS (no
significativo), p>0.05; *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001 (ANOVA), comparados con el control (simbolos en el interior
de las barras) o frente a otra condicién (simbolos en el exterior de las barras).

isoproterenol (151.0+6.3%, n=10, p<0.001, Fig. 4.28.E) también se redujo (p<0.001) tras el
tratamiento previo y lavado del L-AP4 (111+1.6%, n=13, p>0.05), lo que sugiere que se

mantiene la inhibicion de la acumulacion de cAMP tras la retirada del agonista L-AP4.
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La calfostina C es un inhibidor de la unién de DAG a sus dianas, que bloquea
completamente la potenciacion de la liberacion por el tratamiento con L-AP4 (Martin et al.,
2010), mientras que inhibe parcialmente la potenciacion mediada por isoproterenol (Figura
4.17.B). Por lo tanto, la modulacién de la liberacidon observada en sinaptosomas tratados
con calfostina C, deberia implicar Unicamente los mecanismos activados por cAMP
independientes de DAG, asi como las posibles vias de inhibicién de la generacién de
cAMP por mGlu7 que pudieran permanecer tras el lavado del agonista. En presencia de
calfostina C, la potenciacién de la liberacién por isoproterenol (137.0+3.8%, n=9, p<0.01,
Fig.4.28. F) se redujo en sinaptosomas tratados con L-AP4 (121.0+4.3%, n=9, p<0.05,
Fig.4.28.F), lo que demuestra la capacidad de los receptores mGlu7 para reducir la
generacion de cAMP aun después de lavar el agonista L-AP4.

Con el objetivo de estudiar la capacidad de los receptores mGlu7 de inhibir la AC
en ausencia de agonista, analizamos el efecto de una segunda adicion breve de L-AP4,
después del tratamiento y lavado del L-AP4 (referidos como “L-AP4” y “Tratamiento con L-
AP4”, respectivamente; Figura 4.28.A,). El efecto potenciador conjunto del tratamiento con
L-AP4 y la aplicacién de isoproterenol (251.4+4.4%, n=10, p<0.001, Fig.4.28.G) se redujo
(p<0.01) tras una segunda aplicacion breve de L-AP4 (177.4+3.2%, n=6, p<0.001,
Fig.4.28.G). La magnitud de esta potenciacion fue similar (p<0.05) a la obtenida tras el
tratamiento con L-AP4 (185.3+8.7%, n=8, p<0.001, Fig.4.28.G), lo que sugiere que la
segunda adicion de L-AP4 inhibe completamente la generacion de cAMP inducida por
isoproterenol. Por lo tanto, el mecanismo de inhibicién que permanece después del lavado
del agonista tiene un efecto submaximo o parcial, frente al fenébmeno que se observa en
presencia del agonista que es capaz de inhibir completamente la generacion de cAMP.
Este hecho sugiere que en condiciones de tratamiento y lavado del L-AP4, una
subpoblacién de los receptores mGlu7 mantiene la capacidad de inhibir la generacion de
cAMP, aln en ausencia del agonista en el medio extracelular, mientras que otra
subpoblacién no lo hace. Esta segunda subpoblacién podria ser activada por la presencia

del agonista tras una segunda adicién, alcanzando la méaxima inhibicion.

3.4. Sinergismo entre las vias de potenciacion de la liberacion dependientes de los

receptores mGlu7 y B-AR.

Dado que la via de inhibicién iniciada por mGlu7 afecta a la AC, la activacion de la
via B-AR/AC/cAMP/Epac en etapas posteriores a la AC, podria permitir estudiar la relacion
de las vias de potenciaciéon sin interferencias de los mecanismos de inhibicién. De
acuerdo con esta idea, habiamos observado que la potenciacién de la liberacién por el

activador de Epac, 8-pCPT, no es inhibida por el tratamiento breve con L-AP4 (Figura 4.27.
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F). Asi, encontramos que el 8-pCPT potencio la liberacién (175.0+5.1%, n=6, p<0.001, Fig.
4.29. B y C), en cuantia similar al tratamiento con L-AP4 (180.0+5.6%, n=6, p<0.001, Fig.
4. 29. B y C), mientras que la adicion de 8-pCPT tras el tratamiento con L-AP4
(317.0+8.5%, n=8, p<0.001, Fig. 4. 29. B y C) provoco un potenciacién considerablemente
mayor (p<0.001) que la suma de las respuestas individuales.

Otra alternativa farmacolégica para estudiar la interrelacion entre estas vias de
potenciacion de la liberaciéon por los receptores mGlu7 y via B-AR, en ausencia de la
inhibicion de la AC, fue el uso del analogo de cAMP, Sp-8-Br-cAMPS (Sp-8-Br), que
incremento la liberacion de glutamato (177.0.0+3.4%, n=10, p<0.001, Fig. 4. 29. D) en
cuantia similar al isoproterenol u 8-pCPT, o a la inducida por el pretratamiento con L-AP4
(175.0.04£3.3%, n=7, p<0.001, Fig. 4 Fig. 4. 29. D) Sin embargo, el pretratamiento con L-
AP4 seguido de la adicion de Sp-8-Br, también dio lugar a una potenciacién de la
liberacion de glutamato (314.0+8.9%, n=11, p<0.001, Fig. 4. 29. D) notablemente mayor
que la suma de las potenciaciones individuales (p<0.001).

Se ha descrito que la activacién conjunta de las vias DAG/PKC y cAMP/PKA en
sinaptosomas aumenta la liberacion de glutamato por activacion de los VDCC en ausencia
de despolarizacion (Millan et al.,, 2003). Aunque, los mecanismos de potenciacion
estudiados parecen ser independientes de PKC y PKA (Figura 4.14 y 4.15.; Martin et al.,
2010), y las condiciones experimentales empleadas deberian evitar el efecto de una
posible modulacion de los VDCC, quisimos asegurarnos de que el efecto sinérgico no se
debia a mecanismos adicionales de modulacién de los VDCC. Para ello, cuantificamos
este efecto de sinergia en presencia de los bloqueantes de los VDCC de tipo P/Q (w-
agatoxina-l VA, 200nM, 30min) y N (w-conotoxina-GVIA, 2uM, 30min). En sinaptosomas
tratados con ambas toxinas, el pretratamiento con L-AP4, seguido de la aplicacién de Sp-
8-Br produjo una potenciacién (252.0+5.2%, n=5, p<0.001, Fig. 4. 29. E) mayor que la
suma de las potenciaciones individuales (p<0.01) por el pretratamiento con L-AP4
(153.0+3.8%, n=4, p<0.01, Fig. 4. 29. E) o por Sp-8-Br (161.0+2.4%, n=4, p<0.001, Fig.4.
29. E).

Por lo tanto, cuando se evita la inhibicion de la AC por los receptores mGlu7, se
desarrolla un efecto sinérgico o supra-aditivo, seguramente debido a la interaccién entre
las vias de potenciacion dependientes de cAMP/Epac y la inducida por la activacion
prolongada del receptor mGlu7. Este fenébmeno podria suponer un novedoso y potente
mecanismo de potenciacién de liberacion de glutamato, mediado probablemente por la

modulacion de la maquinaria exocitética.
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Figura 4.29.. Sinergismo entre las vias de potenciacion de la liberacion dependientes de los receptores mGlu7
y B-adrenérgico. (A) Protocolo del tratamiento farmacolégico de los sinaptosomas. El tratamiento con L-AP4 se
realiz6 exponiendo los sinaptosomas al agonista durante 10 min, centrifigandolos para retirar el farmaco y re-
suspendiéndolos en medio nuevo (lavado) para realizar los tratamientos farmacol6gicos posteriores. La adicion de 8-
PCPT o Sp8Br se realizd 40s antes de la aplicacién del ionéforo de Ca®*, ionominina. Todos los ensayos de liberacién
de glutamato se realizaron en presencia de TTx (1uM), afladida dos minutos antes del comienzo del registro. (B)
Modulacion de la liberacion de glutamato inducida ionomicina (0.5-1uM) en presencia de TTx, por el tratamiento con el
agonista de los receptores mGlu7, L-AP4 (1mM, 10min) y la aplicacion del activador especifico de Epac, 8-pCPT-2"-O-
Me-cAMP (8-pCPT, 50uM), individual y conjuntamente. (C) Efecto sobre la liberacién de glutamato de 8-pCPT vy del
tratamiento con L-AP4, individual y conjuntamente. (D) Efecto sobre la liberacion de glutamato del analogo permeable
de cAMP, Sp- 8-Br-cAMPS (Sp8Br, 250 uM) y del tratamiento con L-AP4, individual y conjuntamente. (E) Efecto sobre
la liberacién de glutamato del analogo permeable de cAMP, Sp- 8-Br-cAMPS (Sp8Br, 250 uM) y del tratamiento con L-
AP4, individual y conjuntamente, en presencia de las toxinas bloqueantes de los VDCC, w-Aga-IVA (200 nm) y w-CgT-
GVIA (2 uM), afiadidas 2 min antes de comenzar el ensayo. Las lineas discontinuas indican la suma aritmética de las
potenciaciones individuales. Las liberaciones de glutamato se normalizaron frente a la liberacion inducida sélo por
ionomicina. Los datos se expresaron como la media + SEM (barras de error). p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001
(ANOVA), comparados con el control (simbolos en el interior de las barras) o frente a otra condicién (simbolos en el
exterior de las barras).

198



3.5. Interaccion entre la senalizacion de los receptores mGlu7 y B-AR en la

activacion de la PLC y la translocacion de Munc13-1.

La actividad de los receptores acoplados a la PLC puede estudiarse midiendo la
acumulacién de IP; en presencia de LiCl (Trinquet et al., 2006). Asi, determinamos el
efecto de la activacién conjunta de las vias de sefializacion dependientes de los receptores
mGlu7 y B-AR sobre la acumulacion de IP;.

La acumulacién de IP; se incrementé tras la incubacion de los sinaptosomas con
isoproterenol (157.0+4.0%, n=7, p<0.001, Fig. 4.30.B), Sp-8-Br (156.0+5.6%, n=7,
p<0.001, Fig. 4. 30.B) y el tratamiento con L-AP4 (170.0+5.5%, n=7, p<0.001, Fig. 4. 30.B).
Ademas, la acumulacion de 1P, tras la aplicacidn conjunta (Fig. 4.30.A) del tratamiento con
L-AP4 y de isoproterenol (204.0+8.8%, n=7, p<0.001, Fig. 4. 30.B), fue significativamente
menor (p<0.01) que la obtenida por el pretratamiento con L-AP4 y la aplicacion de Sp-8-Br
(249.0£10.2%, n=7, p<0.001, Fig. 4. 30.B). Por lo tanto, estos resultados sugieren que la
interaccion entre las dos vias de sefializacion iniciadas por los receptores mGlu7 y los B-

AR se pone de manifiesto también en la regulacion de la actividad de PLC.

La proteina Munc13 se transloca a la membrana plasmatica de la zona activa y une
DAG para desempefiar su papel esencial en la liberacion de neurotransmisores (Augustin
et al.,, 1999; Rhee et al.,, 2002). Asi, esta proteina se presenta en dos localizaciones
subcelulares: soluble o inactiva y en membrana/particulada o activa, tras la unién de DAG.
Por tanto, determinamos los cambios en la distribucion de Munc13-1 en sinaptosomas tras
la activacién conjunta de las vias dependientes de los receptores mGIlu7 y B-AR (Fig
4.30.A).

La cantidad de proteina Munc13-1 translocada, cuantificada como el cociente entre
la cantidad de proteina presente en la fraccién soluble y en la fraccion particulada (control
0.41+0.02%, n=7), se incrementd con el pretratamiento con L-AP4 (0.28+0.02%, n=7,
p<0.001, Fig. 4. 30.C), asi como con la incubacién con isoproterenol (0.31+0.02%, n=7,
p<0.05, Fig. 4. 30.C) u 8-pCPT (0.27+0.02%, n=7, p<0.001, Fig. 4. 30.C). La aplicacion
conjunta del tratamiento con L-AP4 y de isoproterenol no mostré efectos aditivos en la
activacion de Muncl3 (0.26+0.02%, n=7, p<0.001, Fig. 4. 30.C). Sin embargo, el
tratamiento conjunto con L-AP4 y 8-pCPT provocé un incremento (p<0.05) en la
translocacion de Muncl3 (0.18+0.01%, n=7, p<0.001, Fig. 4. 30.C). Por lo tanto, la
interaccion entre las vias de sefalizacion iniciadas por los receptores mGlu7 y por B-
AR/Epac también afecta a la translocacion y activacion de la proteina Munc13 por unién de
DAG.

Los resultados obtenidos demuestran que los receptores mGlu7 y B-AR se

expresan conjuntamente en una subpoblacién de terminales presinapticos, probablemente
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participando en complejos proteicos en la zona activa, y cuyas vias de sefalizacion
interaccionan a varios niveles con consecuencias funcionales en la liberacion de
neruotransmisor. Por una parte, los receptores mGlu7 pueden inhibir la AC y la generacién
de cAMP, controlando los mecanismos de potenciacién de la liberacién dependientes de
receptores B-AR/Epac. Por otra parte, la potenciacion por receptores mGlu7 y B-AR puede

dar lugar a un sinergismo en el incremento de la liberacion de glutamato.

A
| Tratamiento L-AP4______[W\VZ\sle]] Iso / 8-pCPT ] Figura 4.30. Sefializacién cruzada entre los
J min receptores mGlu7 y B-adrenérgico en la
activacion de la PLC y la translocacién de
2 A Munc13-1.
B 25 (A) Protocolo del tratamiento farmacolégico de
los sinaptosomas. El tratamiento con L-AP4 se
a8 realiz6 exponiendo los sinaptosomas al
20w 2.01 agonista durante 10 min, centrifigandolos para
Cg% 3 retirar el farmaco y re-suspendiéndolos en
8 2 & 1.5 = ok —— medio nuevo (lavado). A continuacién, los
s ﬁ e ax sinaptosomas se trataron con el agonista de
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ag_% 1.04-=1===f--F=1--"F-1"-" -- (Iso, 100uM, 10min) o con el andalogo
< 6 c permeable de cAMP, Sp- 8-Br-cAMPS (Sp8Br,
£ 0.5 250 uM, 10 min). (B) Acumulacién de IP; en
presencia de LiCl (50mM, 30min) normalizada
frente a los niveles basales. (C) Contenido en
0.0 Munc13-1 de la fraccién soluble y particulada
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error). p>0.05; * p<0.05; **, p<0.01; ***,
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V. DISCUSION



Potenciacion de la liberacién por receptores mGlu7

Mecanismo

La sefializacién candnica de los receptores mGlu7 da lugar a una reduccién de la
liberacion de glutamato mediante la inhibicion de los VDCC por un mecanismo
dependiente de proteinas Gi/o, y por lo tanto sensible a PTX (Herlitze et al., 1996;
Takahashi et al., 1996, Millan et al., 2002). Ademas de esta sefalizacion, el tratamiento
prolongado con el agonista L-AP4 puede dar lugar a la pérdida de este fenobmeno de
inhibicion (Pelkey et al., 2005, Martin et al., 2010), habiéndose postulado que la pérdida de
la inhibicién es debida a la internalizacién de los receptores mGlu7 (Pelkey et al., 2005;
2007). Sin embargo, en nuestro grupo de investigacion se ha descrito que la incubacién
prolongada con L-AP4 induce una potenciacion de la liberacion (Fig 4.1; 4.4-4.13; 4.28),
debida a la activacion de una nueva via de sefalizacion dependiente de PLC y de
proteinas activadas por DAG (Martin et al., 2010). Esta potenciacion es especifica de la
activacion de receptores mGlu7, ya que éste es el tnico receptor mGlu del grupo Ill que se
expresa en sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos (Millan et al., 2002; 2003;
Martin et al., 2010) y porque esta respuesta no se desarrolla en presencia del antagonista
especifico de mGlu7, MPIP (Fig. 4.4). La potenciacion dependiente de mGlu7 es
independiente de la modulacién de los VDCC, ya que se observa en condiciones en las
que la liberacién de glutamato se induce con el ionéforo de Ca?* ionomicina (Martin et al.,
2010; Fig. 4.1.) y se desarrolla en presencia de los bloqueantes de los VDCC de tipo N y
P/Q (Fig 4.4).

La activacién por el receptor mGlu7 de la PLC no depende de proteinas G
triméricas de tipo Gi/o, ya que el fendmeno de potenciacion es insensible a PTx (Martin et
al., 2010). Se ha descrito que al menos dos isoformas de PLC, las familias B y n, pueden
ser moduladas por proteinas Gq (Wang et al., 1999; 2000; Rhee et al., 2001; Suh et al.,
2001; Introduccion 3.2.1), para activar cascadas de sefializacién dependientes de DAG
(Fig. 1.5). Estas isoformas de PLC tienen una alta expresion en cerebro (Rhee et al., 2001,
Suh et al., 2001), por lo que podrian ser activadas por los receptores mGlu7 por medio de
proteinas Gqg. Ademas, las proteinas PLC ¢ pueden ser activadas por proteinas G
pequefias (Smrcka et al., 2011; Fig. 1.7). Asi, las vias de sefalizacion dependientes de
cAMP pueden, por medio de la proteina Epac y de proteinas G pequefias tipo Rap, activar
PLC ¢ (Schimdt et al., 2001). En la sindpsis hipocampales entre las fibras musgosas e
interneuronas del striatum lucidum, la activacién prolongada de receptores mGlu7 induce
formas de potenciacién sensibles a los inhibidores de la AC y PKA (Pelkey et al., 2008), lo
gue sugiere que los mGlu7 se puedan acoplar a proteinas Gs, para generar cCAMP. Sin

embargo, los datos experimentales obtenidos en sinaptosomas demuestran que el
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tratamiento prolongado con L-AP4 no sélo no induce la acumulacién de cAMP (Millan et
al., 2002), si no que reduce la acumulaciéon de este segundo mensajero producido por
activacion de los B-AR (Fig. 4.28.F). Ademas, la potenciacion de la liberacion de glutamato
es independiente de la inhibiciéon de la AC (Martin et al, 2010). Por lo tanto, es posible
descartar la activacion de PLC ¢, al menos por medio de esta via. Los resultados obtenidos
por otros autores (Pelkey et al., 2008), probablemente tengan relacién con la interaccion
funcional de los receptores mGlu7 con la via de sefalizacion por cAMP (Fig. 4.29), tal
como discutiremos posteriormente. Por otra parte, aunque no se ha descrito la interaccion
directa de proteinas Gq con las familias de PLC € y y, se ha propuesto la modulacion
indirecta de estas proteinas por GPCRs (Smrcka et al., 2011), por lo que no se puede
descartar su implicacion.

Cabe destacar que el acoplamiento de los receptores mGlu7 a la PLC ya habia
sido descrito anteriormente en cultivos de células granulares de cerebelo, aunque con
distinto efecto funcional (Perroy et al., 2000), probablemente debido a que estos estudios
fueron realizados expresando estos receptores en los somas neuronales. Ademas, se ha
relacionado la activacién de PLC con fendmenos de potenciacion (STP) dependientes de
Muncl3 en cultivos hipocampales (Rosenmund et al., 2002) o en células cromafines
(Bauer et al., 2007).

La potenciacién de la liberacién por la activacion prolongada de receptores mGlu7
depende de proteinas activadas por DAG, distintas de PKC (Martin et al., 2010). Dado que
este mecanismo es completamente abolido por los inhibidores de los dominios de unién a
DAG, probablemente es independiente de la sefializacién por IP3. La proteina Munc13 es
otra diana del DAG que puede modular la neurotransmisién (Augustin et al., 1999; Rhee et
al., 2002). En cuanto a otras proteinas que también pueden ser activadas por DAG, como
quimerinas, PKD o RasGRP, hay que sefialar que, hasta el momento, no ha sido descrita
su participacion directa en el proceso de liberacion de neurotransmisores.

Se ha propuesto que Muncl3 puede ser la proteina que actla en estos
mecanismos de potenciacién. La isoforma mayoritaria de esta proteina en sinapsis
glutamatérgicas (Augustin et al., 1999; Rosenmund et al., 2002) y en sinaptosomas de
corteza cerebral (Martin et al., 2011) es Muncl13-1. Asi, el tratamiento prolongado con L-
AP4 induce el proceso de translocacion de Muncl3-1 a la membrana presinaptica (Martin
et al., 2010; Fig. 4.30), asociado a su activaciéon por DAG (Augustin et al., 1999; Rhee et
al., 2002). Ademas, los receptores mGlu7 forman complejos con la proteina Muncl3
(Martin et al., 2010), hecho que sugiere una relacion funcional.

La funcién de Muncl3 (Rhee et al., 2002; Introduccién 3.2.4.) es esencial para la
preparacion de las SVs para la exocitosis (Introduccion: 1.4.) y depende de su interaccién

con la proteina RIM, que evita la formacion de su dimero autoinhibitorio (Deng et al.,
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2011). Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento prolongado de los
sinaptosomas con L-AP4 aumenta la interaccion Muncl3-RIM (Fig. 4.2) y promueve el
acercamiento de las SVs a la membrana de la zona activa (Fig. 4.3), asociado a la
preparacion de las mismas para su liberacion (Iming et al., 2014). Por lo tanto, el
tratamiento prolongado de los sinaptosomas con L-AP4 afecta a las distintas etapas de la
accién de Muncl3: su activacién por uniéon a DAG, que da lugar a su translocacion a la
membrana plasmatica de la zona activa (Martin et al., 2010; Fig.4.30); su interaccidén con
RIM (Fig 4.2); y su accion final acercando las SVs a la membrana plasmatica (Fig. 4.3).
Todos estos datos apoyan la implicacion de Muncl3 en el fenébmeno de potenciacion
dependiente de receptores mGlu7.

Con el objetivo de obtener evidencias adicionales de la participacion de Muncl3,
seria muy interesante poder estudiar la potenciacion por los receptores mGlu7 en modelos
de ratones transgénicos, como los ratones carentes de las proteinas Munc13-1 y Munc13-
2 o el mutante para la unién a DAG, Munc13-H567K (Varoqueaux et al., 2000; Rosenmund
et al., 2002; Rhee et al., 2002). Sin embargo, dado que estos ratones mueren al nacer, es
imposible disponer de animales adultos para obtener sinaptosomas. Futuros estudios,
utilizando otras preparaciones y metodologias, seran muy Utiles para aportar la evidencia
definitiva de la implicacion de Munc13.

Otros estudios han propuesto la implicacién de los receptores mGlu del grupo I,
durante estimulaciones de alta frecuencia, en mecanismos de compensacion de su accién
inhibidora sobre los VDCC, que resultan en un aumento del RRP (Billups et al., 2005). Por
lo tanto, el mecanismo de potenciacion de la liberacién de glutamato por receptores mGlu7
estudiado en sinaptosomas podria estar implicado en estos procesos.

Se ha descrito la modulacién de la proteina Muncl3 por otros receptores
presinapticos, como los receptores de histamina H1 en células cromoafines (Bauer et al.,
2007) o los receptores del CKR-2 del neuropéptido NLP-12 en la unién neuromuscular de
C.elegans (Hu et al., 2015). Sin embargo, la modulaciéon de Munc13 por receptores mGlu7
en sinaptosomas cerebrocorticales, supone la primera evidencia descrita acerca de la
regulacién de esta proteina por receptores presinapticos en sinapsis excitadoras de
mamiferos.

Tiempo de activacion

El desarrollo de la potenciacion requiere tiempos relativamente largos de activacion
de los receptores mGlu7 (Fig. 4.1), lo que sugiere un mal acoplamiento del receptor a la
PLC. Sin embargo, los resultados obtenidos con inhibidores de la degradaciéon de DAG
(Fig. 4.1) sefalan que el tiempo de latencia de esta respuesta de potenciacion obedece al

control metabdlico sobre la acumulacion de DAG existente en los terminales presinapticos.
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Asi, inhibiendo las vias de degradacién del DAG, la potenciacién se desarrolla en un
tiempo mucho menor (Fig. 4.1). Dado que la mayoria de los estudios de las funciones del
DAG en la regulacion de la neurotransmision han sido realizados empleando sus analogos,
los ésteres de forbol (Rhee et al., 2002; Wierda et al., 2007), es posible que la importancia
de la regulacién del metabolismo de DAG en estos fendmenos de potenciacion haya
permanecido encubierto. Por ello, la regulacion de estas enzimas implicadas en el
metabolismo de DAG (Fig.1.7.A) podria suponer un aspecto esencial en el desarrollo de
los fendmenos fisioldgicos de plasticidad mediados por DAG.

Es de destacar que la magnitud de la potenciacion méaxima no difiere en presencia
de los inhibidores del metabolismo de DAG (Fig. 4.1), lo que sugiere que existe un factor
limitante para el desarrollo de este fendmeno, posterior en la cascada de sefializacion a la
acumulacién de DAG. Para su liberacién, las SVs se disponen en los sitios activos o de
fusion, donde se localiza la maquinaria exocitética. Dado que la funcién de Muncl3 es
preparar a las SVs para su liberacion, el posible factor limitante que establece el techo
maximo de la potenciacion podria ser la disponibilidad de sitios activos. Asi, aunque se
incremente la acumulacion de DAG, activando mayor nimero de proteinas Muncl3, la

capacidad de actuacion de estas proteinas estaria limitada por el nimero de sitios activos.

Relacion con la expresion de los VDCC en corteza e hipocampo

En sinaptosomas cerebrocorticales de ratones adultos, los VDCC de tipo N y P/Q
se distribuyen segregados en distintas subpoblaciones de botones sinapticos, y los
receptores mGlu7 inhiben la liberacion de glutamato sélo en terminales de corteza cerebral
con VDCC de tipo N (Millan et al., 2002a; 2003).

Los resultados obtenidos muestran que la potenciacién de la liberacién por
receptores mGIlu7 en sinaptosomas cerebrocorticales se desarrolla sélo en terminales
con canales de tipo N, que son los Unicos en los que expresan el receptor (Fig 4.7 y 5.1).
Ademas, la potenciacién por mGlu7 se pierde en terminales de corteza del raton KO de los
VDCC tipo N (Fig. 4.8). Por tanto, parece que existe una relacion entre la expresion de
canales N y receptores mGIu7 en los terminales de corteza cerebral. Teniendo en cuenta
el peor acoplamiento a la exocitosis de los terminales con canales N en comparaciéon con
los canales P/Q (Millan et al., 2003; Ladera et al., 2009), es posible que el desarrollo de la
potenciacion por mGlu7 en estos botones suponga una forma de compensar estas
deficiencias. En este sentido, se ha descrito que la potenciacion por analogos de DAG
incrementa la sensibilidad al Ca** de la maquinaria exocitdtica (Lou et al., 2005). Por lo
tanto, la presencia de mecanismos de potenciacion en los botones sinapticos con canales

N permitirian abarcar un amplio rango dinamico de liberacion de neurotransmisor.
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Fig. 5.1. Potenciacién de la liberacién de glutamato dependiente de receptores mGlu7 en terminales con
canales de Ca® de tipo P/Q y N en sinaptosomas de corteza cerebral e hipocampo. Los terminales con
canales N participan en la liberacién de glutamato sélo a concentraciones de Ca*" fisiolégicas, mientras que los que
expresan canales P/Q también participan a concentraciones de Ca®* menores. (A y C) Los terminales con canales
N de corteza e hipocampo solo desarrollan la potenciacién dependiente de mGlu7 a concentraciones de Ca**
fisiolégicas. (B) Los terminales con canales P/Q de hipocampo soélo desarrollan la potenciacion dependiente de
mGlu7 a concentraciones de Ca®" bajas, ya a concentraciones mayores estos mecanismos son ocluidos. (D) Los
terminales con canales P/Q no desarrollan la potenciacién dependiente de mGlu7. Las lineas discontinuas
representan la pérdida de la accion de los mecanismos funcionales o de la expresion de los receptores.

Ademas, teniendo en cuenta la baja afinidad de los receptores mGlu7 por glutamato y el
peor acoplamiento de los canales N a la exocitosis, se podria suponer que las neuronas
con este tipo de botones sinapticos podrian participar en circuitos cerebrales dependientes
de estimulaciones intensas y/o prolongadas.

Los terminales sinapticos corticales del ratdn carente de los canales N no muestren
la potenciacion por L-AP4, a pesar de que los receptores mGlu7 se expresen en los
terminales con canales P/Q (Fig. 4.8). Dado que, en las condiciones estudiadas, la
potenciacidon no depende de la modulacién de los VDCC (Fig. 4.4), el hecho de que este
fenbmeno sélo se observe en terminales con canales de tipo N sugiere diferencias
intrinsecas al tipo de terminal, relacionadas posiblemente otras proteinas implicadas en el
mecanismo de potenciacion.

No se han observado diferencias en los niveles de expresiéon de Munc13-1 entre
las preparaciones de sinaptosomas de los ratones carentes de los canales tipo N y los de
genotipo silvestre (Martin et al., 2011). Algunos estudios, han relacionado la implicacion de
Muncl13-2 en mecanismos de potenciacion dependientes de PLC/Muncl3 en cultivos de
hipocampo (Rosenmund et al., 2002). Sin embargo, dado que Muncl3-1 es la isoforma
predominante en sinaptosomas de corteza (Martin et al.,, 2011) y se observa tanto la
translocacion (Fig. 4.30) como la interaccién con RIM1 (Fig 4.2) de esta isoforma, es

improbable que Muncl3-2 tenga una participacion destacada en estos mecanismos en
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esta preparacion. Otra posibilidad para explicar la ausencia de potenciacion en los
terminales con canales P/Q, a pesar de expresar el receptor mGlu7, seria que los
terminales de corteza con VDCC de tipo N, fuesen los Unicos que expresasen las
isoformas de PLC implicadas en la potenciacion.

El hecho de que los sinaptosomas carentes de los canales de tipo N no muestren
la potenciacidon por los receptores mGlu7, a pesar de expresar el receptor (Fig 4.8), sugiere
que estos podrian tener una localizacion subcelular alterada, que no permita su
acoplamiento a la via de potenciacién. Asi, en sinaptosomas cerebrocorticales de los
ratones KO para los canales N, los receptores mGlu7 conservan su capacidad para inhibir
la generacion de cAMP (Millan et al., 2002), pero no para inhibir los VDCC (Matrtin et al.,
2007) o potenciar la liberacion (Fig. 4.8). Por lo tanto, es posible que para la inhibicion del
cAMP no sea esencial la correcta localizacion del receptor en la membrana de la zona
activa, pero si lo sea para que los receptores mGlu7 activen otras vias de sefializacion. La
correcta localizacion de los receptores mGlu7 depende de su interaccién con la proteina
PICK1 (Boudin et al., 2000; El Far et al., 2000), por lo que cambios en la expresién de esta
proteina entre terminales con distintos tipos de VDCC podria influir en la funcién del
receptor. Ademas, otras proteinas que también interaccionan con los receptores mGlu7
(Enz et al., 2007; Introduccion: 2.2.1), podrian estar involucradas en este aspecto. Por
ultimo, los propios canales de tipo N podrian actuar como proteinas de andamiaje,
permitiendo la localizacion de los receptores mGlu7 en complejos de sefializacion en los
gue interaccionasen funcionalmente con las otras proteinas implicadas en la via de
potenciacion. En este contexto, seria interesante estudiar si existen variaciones en el
contenido en proteinas sinapticas, entre los botones sinapticos con canales N y los
botones con canales P/Q.

En contraste con los sinaptosomas de corteza cerebral, en sinaptosomas de
hipocampo, los receptores mGIlu7 se expresan tanto en terminales con canales N, como
con canales P/Q (Fig. 4.5). Sin embargo, este hecho no implica una mayor magnitud de la
potenciacion de la liberaciébn en hipocampo frente a la observada en corteza, a
concentraciones fisiolégicas de Ca®*, en las que deberian participar tanto terminales con
canales N como los terminales con canales P/Q (Fig. 4.5). Ademas, a concentraciones de
Ca?" bajas, en las que no participarian los terminales con canales N por el peor
acoplamiento de estos canales a la exocitosis, se observa también la potenciacién
(Fig.4.5). Una posible explicacion seria que a [Ca®’]. fisiolégicas, s6lo se observe la
potenciacién en los terminales sinapticos con canales de tipo N, estando probablemente
ocluida la potenciacién asociada a los terminales sinpticos con canales P/Q, tal como
sugiere la observacion de que en los botones de hipocampo de ratones carentes de los
canales N se pierda la potenciacién a [Ca®']. fisioldgico, pero no a [Ca**] bajo (Fig. 4.6).

De acuerdo con esta hipétesis, el inhibidor de proteinas activadas por DAG, calfostina C,
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no reduce la liberacién basal a concentraciones de Ca®" muy bajas, pero si lo hace a
concentraciones mayores (datos no mostrados). Por lo tanto, parece que existe una
activacion ténica por Ca** de las vias de potenciacion dependientes de PLC, en los
terminales con canales de tipo P/Q, de manera que la potenciacion dependiente de los
receptores mGlu7 en estos terminales sinapticos solo se desarrolla a concentraciones de
Ca?" muy bajas (Fig. 5.1). De acuerdo con esta propuesta, otros trabajos han descrito que
la potenciacion dependiente de Muncl3, s6lo se observa en condiciones moderadas de
estimulacion (Lou et al., 2005), en las que la concentracién de Ca®" no aumenta en gran
medida. Ademas, los fendmenos de potenciacion dependientes de DAG y de calcio
parecen desarrollarse por los mismos mecanismos (Rosenmund et al., 2002). Por tanto, la
oclusién por Ca** podria afectar a la actividad de PLC, ya que este i6n activa todas las
isoformas de esta enzima (Rhee et al., 2001; Suh et al., 2001; Introduccion 3.2.1), y/o a la
actividad de Muncl3, ya que esta proteina es también activada por Ca/CaM y Ca?'
ademas de por diacilglicerol (Junge et al., 2004; Shin et al., 2010; Lipstein et al., 2012).

Por otra parte, en sinaptosomas de hipocampo del ratén carente de los canales de
tipo N, el tratamiento con L-AP4 origina una inhibicion de la liberacion de glutamato
dependiente de proteina Gi/o (Fig. 4.6). Dado que esta accion ocurre en condiciones en las
que la liberacién es independiente de los VDCC (Fig. 4.4), esta inhibicion deberia implicar
otras dianas (Fig. 1.4; Introduccion: 2.2.1.1). Los receptores mGlu7 también inhiben la
generacion de cAMP via Gi/o (Okamoto et al., 1994; Schoepp y Johnson, 1993; Millan et
al., 2002; Martin et al., 2007) y se ha propuesto un posible papel de los receptores mGlu
de tipo Il inhibiendo directamente la maquinaria exocitética (Erdmann et al., 2012). Esta
inhibicion estaria mediada por un mecanismo que podria seguir activo, aun después del
lavado el agonista, tal como se hemos observado para la respuesta de inhibicion de la
generacién de cAMP (Fig. 4.28). Por lo tanto, es posible que los mecanismos de inhibicién
dependientes de receptores mGlu7 que permanecen activos tras el lavado del agonista,
s6lo se observen en determinadas condiciones porque la via de potenciacion enmascara el
desarrollo de esta respuesta inhibidora. Ahora bien, la inhibicién tampoco se observa a
concentraciones de Ca?" intermedias de 0.5mM, en las que no hay potenciacién de la
liberacion, lo que parece indicar que la inhibicién de la liberacion requiere concentraciones
de Ca*" fisiolégicas. La sefializacién via proteinas GBy de los receptores mGlu7 requiere
su interaccién con CaCaM (Fig.1.4.B; O"Connor et al., 1999; El Far et al., 2000; Bertaso et
al., 2000). Por lo tanto, a concentraciones de Ca** menores de las fisiolégicas es posible
que este modo de regulacién dependiente del ion Ca®* no esté completamente activo v,

por tanto, no se observa la inhibicién de la liberacion.
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Potenciacion de la transmisién sinaptica en cultivos autapticos de hipocampo.

Encontramos que, en neuronas autapticas de hipocampo, la aplicaciéon prolongada
del agonista L-AP4, produce la reversién de la inhibicion de la liberaciéon inducida por
despolarizacion (Fig. 4.9 y 4.10). Otros autores han propuesto que este hecho es
consecuencia de la internalizacion de los receptores mGlu7 (Pelkey et al., 2005). Sin
embargo, al igual que ocurria en sinaptosomas (Fig 4.1; Martin et al., 2010), encontramos
que la exposicién prolongada al agonista da lugar a mecanismos netos de potenciacion
que no se explican por la simple pérdida de la inhibicion de los VDCC. Asi, en condiciones
en las que no se desarrolla la inhibicién de los VDCC (en presencia de TTx y el bloqueante
de los VDCC, Cd?"), se observa un aumento en la frecuencia de los mEPSC. Este
incremento comienza durante la aplicacion del agonista, y se mantiene hasta por lo menos
20 minutos después del lavado del mismo (Fig. 4.11 y 4.12). El hecho de que exista un
mecanismo neto de potenciacion indica que la reversion de la inhibicion no se debe a la
mera pérdida de los mecanismos inhibidores por la internalizacion de los receptores.
Ademas, estos resultados ponen de manifiesto que los fendmenos de potenciacidon
dependientes de los receptores mGlu7 no ocurren sélo en sinaptosomas, si no que se
desarrollan también en neuronas. La potenciacion de la frecuencia de la liberacion
espontanea por receptores mGllu7, en condiciones de bloqueo de los VDCC, sugiere la
modulacién de la maquinaria exocitética, lo que esta de acuerdo con el mayor RRP de las
neuronas que desarrollan la potenciacion (Fig. 4.13). El hecho de que las neuronas que no
presentan incremento de la frecuencia de los MEPSC, presenten una acusada disminucion
del RRP después de los 40 minutos de registro probablemente refleje la disminucién en el
namero de sinapsis funcionales, fenébmeno que es habitual en este tipo de cultivos. Por lo
tanto, que las neuronas que desarrollan la potenciacion no muestren el descenso en el
tamafio del RRP, probablemente indique que las sinapsis que permanecen funcionales
incrementan en gran medida el tamafio de su RRP. Asi, es probable que los mecanismos
funcionales dependientes de los receptores mGlu7 impliquen proteinas de la maquinaria
exocitdtica que participan en el proceso de preparacion de las SVs para su liberacion
(Introduccion; 1.4).

Por otra parte, la incubacion con L-AP4, ademas de inducir el aumento claro de la
frecuencia de la liberacién espontanea, parece promover una tendencia al incremento de
la amplitud de los eventos espontaneos, especialmente en tiempos prolongados después
del lavado del agonista. (Fig. 4.11 y 4.12). Esto sugiere que, ademdas del origen
presinaptico del fenémeno, podria existir también la modulacién de elementos
postsinapticos en las fases mas avanzadas de la potenciacién. En este sentido se ha
observado que la plasticidad a largo plazo dependiente de los receptores mGlu7, involucra

también a receptores postsinapticos, como los AMPA en procesos de LTD (Laezza et al.,
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1999) o los NMDA en fenbmenos de LTP (Tolchard et al., 2000). Por lo tanto, es posible
gue los receptores mGlu7 participen en la induccion de fenémenos de plasticidad, pero
que la consolidacion de la plasticidad dependa también de modulaciones postsinapticas.
Asi, se ha descrito la que el ratdn que carece del receptor mGlu7 presenta una reduccion
enla STP y en la fase inicial de la LTP (Bushell et al., 2002).

Es importante destacar la aplicacion de altas concentraciones del agonista L-AP4
utilizadas pueden activar todos los subtipos de receptores metabotréopicos de
glutamato del grupo Il presentes en neuronas hipocampales, como los receptores
mGlu7, pero también los receptores mGlu4 y mGlu8 (Shigemoto et al., 1997a). En los
experimentos previos realizados en sinaptosomas cerebrocorticales de ratones adultos, el
L-AP4 sélo modula los receptores mGlu7 porque son los Unicos receptores del grupo Il
que se expresan en estos terminales (Martin et al., 2010). Bajas concentraciones de L-
AP4, del rango micromolar o incluso submicromolar, activan los receptores mGlu4 y 8 de
alta afinidad, mientras que los receptores mGIlu7 requieren concentraciones
submilimolares o milimolares (Schoepp et al., 1999). Por lo tanto, seria interesante estudiar
la sensibilidad a bajas y altas concentraciones de L-AP4 de los mecanismos de inhibiciéon y
potenciacion en cultivos autapticos de hipocampo.

Aproximadamente un 46% de las neuronas glutamatérgicas de los cultivos
autapticos responden a la aplicacion breve de L-AP4, activando los mecanismos de
inhibicion de la transmisién sinaptica (Fig. 4.9), y por lo tanto expresan receptores mGlu
del grupo lll. Sin embargo, s6lo un 41% las neuronas glutamatérgicas sensibles a L-AP4
(19% del total de las neuronas glutamatérgicas) desarrollan la potenciacién de la liberacion
espontdnea (Fig. 4.11). Teniendo en cuenta que las altas concentraciones de L-AP4
pueden activar receptores mGlu4, mGlu7 y mGIu8, es posible que estos tres tipos de
receptores participen en la inhibicién, pero que la participacion en la potenciacién esté
restringida a algun tipo de receptor.

Ademas, aproximadamente un 80% de las neuronas GABAérgicas de los cultivos
autapticos mostraron sensibilidad a la aplicacion breve de L-AP4 (Fig 4.10), v,
sorprendentemente, todas ellas también desarrollaron los mecanismos de potenciacion
(Fig. 4.12). Este resultado sugiere que, o0 bien en neuronas GABAérgicas los tres subtipos
de receptores del grupo Ill tienen capacidad de acoplarse a los mecanismos de
potenciacidn, o que, en este tipo de neuronas, se expresan preferentemente los subtipos
asociados al desarrollo de la potenciacion.

Asi, los resultados obtenidos sugieren que una subpoblacion de las neuronas
glutamatérgicas sensibles a L-AP4 presenta los subtipos de receptores mGlu del grupo I
acoplados a la inhibicién (Fig. 5.2.A), mientras que el resto de neuronas glutamatérgicas y
todas las GABAérgicas también expresan los subtipos de receptores mGlu del grupo Il

acoplados a la potenciacion de la liberacién espontanea (Fig. 5.2.B)
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Fig. 5.2. Activacion de los receptores mGlu del grupo Ill en neuronas de cultivos autapticos de hipocampo.
(A) Parte de las neuronas glutamatérgicas que presentan sensibilidad a L-AP4 s6lo experimentan fendmenos de
inhibicion de la liberacion de glutamato. (B) Las restantes neuronas glutamatérgicas sensibles a L-AP4 y todas las
neuronas GABAérgicas con sensibilidad al agonista, ademéas de los mecanismos de inhibicién, pueden desarrollar
fendmenos de potenciaciéon que probablemente implican la modulacién de proteinas de la maquinaria exocitética.
La diferencia entre estas subpoblaciones neuronales podria deberse a la distinta expresion de los tipos de
receptores mGlulll. En los terminales en los que sélo se desarrolla la inhibicion se expresaria sélo un tipo de
receptor (receptores “A”) asociado so6lo a estos fendmenos, mientras que, en las neuronas que también estan
acopladas a la potenciacion de la liberacion espontanea, se expresaria otro tipo de receptor mGlulll (receptores
“B”).

Se ha descrito que la expresion de los receptores mGlu7 en terminales
presinapticos depende de la neurona postsinaptica con la que establece sinapsis. Asi, en
hipocampo, los botones sinapticos derivados de la misma neurona piramidal
(glutamatérgica) expresan mas de diez veces mas receptores mGlu7 en sinapsis con
interneuronas (GABAérgicas) que en terminales que contactan con otras neuronas
piramidales (Shigemoto et al., 1997b; Fig. 1.4.A), probablemente asociado a la expresion
de la proteina Elfnl en las interneuronas (Tomioka et al., 2014). Dado que en los cultivos
autapticos las neuronas establecen sinapsis consigo mismas, las Unicas neuronas que
tendrian las postsinapsis inhibitorias que localizan los receptores mGlu7 serian las propias
neuronas GABAérgicas. Por lo tanto, es posible que los receptores mGlu7 se localicen
preferentemente en neuronas GABAérgicas en cultivos autapticos de hipocampo. Por ello,
seria muy interesante realizar futuros experimentos para determinar la expresion de los
receptores mGlu7, asi como de los otros receptores mGlu del grupo lll, en las
subpoblaciones de neuronas gluta- y GABAérgicas de los cultivos autapticos de
hipocampo.

Por otra parte, teniendo en cuenta que aproximadamente un 80% de las neuronas

estudiadas son glutamatérgicas, frente al 20% GABAérgicas, podemos estimar que un
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34% de las neuronas del cultivo desarrollan la potenciaciéon. Se ha descrito que un 38% de
los terminales presinapticos de hipocampo presentan los receptores mGlu7 (Martin et al.,
2007). Por lo tanto, la distribucion de los receptores mGlu7 en hipocampo se asemeja a la
proporcion de neuronas que desarrollan la potenciacion.

Teniendo en cuenta estas evidencias, es posible sugerir la hipétesis de que el
subtipo de receptores mGlu del grupo Il que, en todas las neuronas GABAérgicas y parte
de las glutamatérgicas sensibles a L-AP4 (Fig 5.2), se acopla a la via de potenciacion de la
liberacion espontanea, podria ser el receptor mGlu?.

Se ha descrito que, en cultivos autapticos de neuronas hipocampales la
plasticidad a corto plazo es dependientes de Muncl3. La mayoria de las neuronas
glutamatérgicas muestran depresion (STD) después de su estimulacion a alta frecuencia
(HFS). Sin embargo, la mayoria de las neuronas GABAérgicas y una pequefia parte de las
glutamatérgicas, desarrollan fendmenos de potenciacion (STP) dependiente de PLC
(Rosenmund et al., 2002) tras la HFS. El hecho de que la distribuciébn de neuronas que
desarrollan fenémenos de potenciacion por HFS sea muy similar a las que experimentan la
potenciacion por el tratamiento con L-AP4, y que ambos fendmenos dependan de
proteinas de la maquinaria exocitética, podria sugerir que los receptores mGlu del grupo I
podrian participar en la induccion de estos fendmenos de plasticidad. Ademas, la STP es
dependiente de PLC (Rosenmund et al., 2002), al igual que los mecanismos de
potenciacion por L-AP4 en sinaptosomas (Martin et al., 2010). No obstante, la lentitud de la
induccién de los fendmenos de potenciacién por L-AP4, en la escala de minutos, frente a
la rapidez de los procesos de STP, en el rango de segundos, parece contradecir esta
hipétesis. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la activacion farmacolégica por
el tratamiento prolongado con L-AP4 quiza no mimetice completamente la activacion
fisiolégica de los receptores mGlu del grupo Il en condiciones de alta estimulacién. Asi, se
ha descrito que la accion funcional de estos receptores implica, ademas de la unién a sus
ligandos ortostéticos, como glutamato o L-AP4, la interaccién con Ca®'-CaM (Fig. 1.4;
O’Connor et al., 1999; El Far et al.,, 2002; Bertaso et al., 2006; Millan et al., 2002a).
Ademas, el propio dominio de unién a glutamato puede unir Ca®**, como forma de
modulacion del receptor (Kubo et al., 1998; Francesconi y Duvosin, 2004). Por lo tanto, la
regulacién por Ca®* parece ser muy importante para la activacion del receptor. En las
condiciones de alta estimulacién que inducen los fendmenos de STP, se produce la
liberacion de altas concentraciones de glutamato que activarian los receptores, pero
ademas, se da un gran aumento en la concentracién de Ca’* en la zona activa para activar
la maquinaria exocitética. Por lo tanto, los receptores del grupo lll, situados en la zona
activa (Shigemoto et al.,, 1997a,b), estarian expuestos para su activacion a estas altas
concentraciones de glutamato y Ca**. Asi, es posible que, en estas condiciones, estos

receptores se acoplen a la via facilitadora mas eficientemente y con mayor rapidez que
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cuando se activan Unicamente con su agonista farmacolégico. Por ello, seria muy
interesante para futuros ensayos, estudiar si los fenémenos de potenciacion inducidos por
estimulaciones de alta frecuencia en cultivos autapticos de hipocampo son sensibles a los
antagonistas de los receptores mGlu del grupo Il o a los antagonistas especificos de los
subtipos de estos receptores. Ademas, de acuerdo con esta hipétesis, seria posible pensar
que los receptores mGlu del grupo Il que podrian participar en estos fenémenos activados
por estimulaciones de alta frecuencia, podrian ser los receptores de baja afinidad por
glutamato (mGlu7). En este sentido, hay que sefialar que en las sinapsis entre neuronas
piramidales CA3 y CA1 del hipocampo se ha encontrado una reduccion en la STP en los

ratones carentes de los receptores mGlu7 (Bushell et al., 2002).

Papel fisioldgico del mecanismo

Las inhibicion de la liberacién de glutamato por receptores mGlu del grupo lll, de
acuerdo a la localizacion de estos receptores en la zona activa (Shigemoto et al., 1997a),
probablemente esté relacionada con el control de la concentracion de este
neurotransmisor en la brecha sinaptica para evitar la neurotoxicidad. Es posible que los
receptores de alta afinidad por glutamato, mGlu4 y mGlu8, desempefien este papel
durante la actividad neuronal normal, como sugiere la activacion ténica de estos
receptores (Pekhletski et al., 1996; Cao et al., 1997; Schader y Tasker, 1997; Xi et al.,
2003; Losonczy et al., 2003; Acuna-Goycolea et al., 2004; Chu y Moenter, 2005; Li y
Neugebauer, 2006). En este sentido, se ha descrito que existe un aumento en la
probabilidad de liberacién de los ratones KOs para los receptores mGlu4 (Pekhletski et al.,
1996). Por otra parte, la baja afinidad por glutamato de los receptores mGlu7 hace
improbable su activacion en condiciones de actividad normal, aunque su accion inhibitoria
podria ser especialmente relevante en situaciones patoldgicas de exceso de liberacién de
glutamato, como sugiere el fenotipo convulsivo resultante de la pérdida del receptor
(Sansig y cols., 2001; Zhang y cols., 2008) y la accion neuroprotectora del receptor en
modelos de deprivacion de oxigeno y glucosa (Domin et al., 2015).

Es probable que, a nivel fisiologico, los receptores mGlu7 se activen en
condiciones de estimulacion intensa. Asi, se ha demostrado que la HFS recluta estos
receptores (Semyanov y Kullmann, 2000), y que la elevaciéon en la concentracion de
glutamato en la hendidura sinaptica aumenta los efectos inhibitorios de los receptores
mGlu del grupo Il (Oliet et al., 2001; Semyanov y Kullmann,2000; Piet et al., 2004; Vera y
Tapia, 2012).

No obstante, los antagonistas de los mGlu del grupo Ill parecen tener un efecto

minimmo o incluso nulo en la modulacion de la HFS (von Gersdorff et al., 1997; Chen et al.,
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2002; Lorez et al., 2003; Capogna, 2004; Cosgrove et al., 2011). Se ha propuesto que esto se
debe a que los receptores mGlu del grupo lll, ademas del efecto inhibitorio sobre los VDCC,
simultaneamente activan mecanimos de potenciacion que incrementan el RRP (Billups et al.,
2005). Aunque serian mecanimos aparentemente contrapuestos, esta modulacién dual podria
tener un sentido fisioldgico en sindpsis que reciben estimulos de alta intesidad y frecuencia.
En estas situaciones, en las que se requiera mantener la liberacion prolongada de
neurotransmisor, se evitaria mantener los altos niveles de Ca*" en el terminal presinéptico
durante largos periodos, dado el potencial citotoxico de este i6n (Cain y Snutch, 2011; Stanika
et al.,, 2009; 2012). Ademéas de la existencia de otros mecanismos para el control de la
concentracion de Ca?*, hay que tener en cuenta que durante estimulaciones prolongadas se
producira la inhibicién de los VDCC (Caterall y Few, 2008), por los GPCRs (Hille, 1994;
Herlitze et al., 1996). Por ello, para mantener la liberacion en las sinapsis que lo requieran
fisiolégicamente, es necesario un mecanismo compensatorio. Los mecanismos que regulan
positivamente la maquinaria exocitética, como los que aumentan el ndmero de SVs
preparadas, podrian desempefiar esta funcion. Asi, la acciéon de Muncl13 incrementa el RRP
(Augustin et al., 1999; Rhee et al., 2002) y aumenta la sensibilidad a Ca®* de los mecanimos
de liberaciéon de neurotransmisores (Lou et al.,, 2005). ElI mecanismo de potenciacion
dependiente de receptores mGlu7, probablemente activa la proteina Muncl3 (Fig 4.2, 4.30;
Martin et al., 2010) y aumenta el RRP (Fig. 4.3; 4.13). Por lo tanto, este mecanismo podria
desempefiar esta funcion homeostatica de compensacion de la inhibicion, para permitir el
mantenimiento de liberaciones de neurotransmisor prolongadas. Esta hip4tesis concuerda
con la falta de efecto de los antagonistas en los estudios comentados anteriormente, y
también con las evidencias que muestran que la activacién prolongada de los receptores
mGlu7, asocida a estimulaciones intensas, revierte los mecanismo de inhibiciéon hasta los
niveles basales de liberacién (Pelkey et al.,, 2005). También coincide con los resultados
obtenidos (Fig. 4.9 y 4.10) que muestran la reversion de la inhibicion de la liberacién inducida
por despolarizacion por activacion prolongada de receptores mGlu del grupo Ill. De acuerdo
con esta idea, la segregacion de comportamientos observados por el tratamiento con L-AP4
en los cultivos autapticos de hipocampo (Fig. 4.11 y 4.12), podria deberse a que la
subpoblacién de neuronas que s6lo muestra mecanismos de inhibicion, serian células que no
desarrollan a nivel fisiologico liberaciones de alta intensidad o duracién (Fig. 5.2.A), por lo que
la Unica funcion de los receptores mGlu del grupo lll en estas neuronas seria la de inhibir la
liberacion de glutamato para evitar la neurotoxicidad. Por otra parte, la subpoblacion de
neuronas que desarrolla los mecanimos de potenciacion (Fig. 5.2.B) corresponderia a las
células cuya funcién esta relacionada con estimulaciones fisiol6gicas de alta intensidad y
requieren mecanismos que compensen la reduccién en la entrada de Ca?*, para mantener la

liberacion de forma prolongada.
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El control de la liberacion de glutamato por mGlu7 podria estar relacionado con su
participacion en mecanismos de plasticidad (Introduccién: 2.2.1). Asi, se ha propuesto la
implicacion de los receptores mGlu7 no sélo en fenbmenos de LTD (Laezza et al., 1999;
Pelkey et al., 2005; Klausnitzar et al., 2004; Naie et al., 2005; 2006; Altinbilek y Manahan-
Vaughan, 2007; Lodge et al., 2007), sino también de STP (Bushell et al., 2002) y LTP
(Tolchard et al., 2000; Grober y Yan, 1999; Bushell et al., 2002; Fend et al., 2013; Gee et al.,
2014; Klar et al., 2015). En este sentido, seria interesante determinar la implicacion de los
receptores mGlu7, asi como de PLC y de la proteina Muncl3, en estos fendmenos de STP y
LTP. Es posible que los mecanismos de potenciacién por mGlu7 puedan participar en el
desarrollo de los fendmenos cognitivos de aprendizaje y de memoria. Asi, se ha descrito que
los receptores mGlu del grupo Il (Gerlai et al., 1998; 2002; Altinbilek y Manahan-Vaughan,
2007) y concretamente los mGlu7 (Holscher et al., 2004; 2005), estdn implicados en estos
procesos.

En cuanto a la relevancia fisiopatolégica del control de la liberacion, hay que sefalar
gue la mayoria de las acciones de los receptores mGlu del grupo Il probablemente dependan
de su accion inhibidora, de acuerdo a su destacada accién anticonvulsionante y
neuroprotectora (Introduccién 2.2.1; Mercier y Lodge, 2014). Sin embargo, cabe detacar que
los mGlu7, en algunas situaciones, parecen desempefiar un efecto dual u opuesto a lo
esperable de mecanismos inhibitorios, como en procesos de nocicepcién (Marabese et al.,
2007; Palazzo et al., 2008; 2011; 2013) o ansiedad (Cryan et al., 2003; Stachowicz et al.,
2008; Palazzo et al., 2008; Gee et al., 2013; Fendt et al., 2013). Este efecto dual de los mGlu7
quiza pueda deberse a la implicacion de sus mecanismos de potenciacion de la liberacion de

glutamato.

Potenciacion de la liberacion por receptores B-adrenérgicos

Modulacion de la liberacién de glutamato por vias dependientes de cAMP

La generacion de cAMP, por activacion de la AC modula la liberacion de
neurotransmisores por distintos mecanismos (Fig 1.5.; Introduccién: 3.1). En sinaptosomas
cerebrocorticales de ratones adultos existen mecanismos de modulacién dependientes de
PKA, pero también independientes de esta proteina (Fig.4.14). Mientras que la liberacion
inducida por despolarizacion muestra estos dos componentes, los protocolos de
estimulacion que no implican la activacion de canales i6nicos (de Na" y K*, o VDCC)
revelan que esta potenciacion de la liberacion por cAMP es independiente de PKA

(Fig.4.14). Estos resultados concuerdan con las observaciones previas de otros grupos
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que proponen que la modulacion de la liberacibn espontanea es completamente
independiente de la PKA y dependiente de la proteina Epac (Gekel y Neher, 2008).

La PKA puede modular la excitabilidad neuronal fosforilando canales de K* (Beguin
et al., 1999), asi como modular diversas subunidades de los VDCC (Hell et al., 1995; Gao
et al., 1997; Bunnemann et al., 1999). Por lo tanto, es probable que estas modulaciones de
canales i6nicos participen en la modulacion de la liberacion inducida por despolarizacion y
sean sensibles a los inhibidores de la PKA (Fig. 4.14). Ademas, la PKA puede modular
diversas proteinas de la maquinaria exocitétita, como CSP (Evans et al., 2001); shapina
(Cheda et al., 2001), SNAP-25 (Nagy et al., 2005); sinaptotagninal2 (Maximov et al.,
2012), RIM (Lonart et al., 2003), sinaptofilina (Boczan et al., 2004), sinapsina (Fuimara et
al., 2004), aSNAP (Hirling y Scheller, 1996), complexina (Cho et al., 2015) o rafilina3
(Fykse et al., 1995; Schuleter et al., 1999; Foletti et al., 2001). Sin embargo, ni la inhibicion,
ni la activacién especifica de PKA, tiene efecto alguno sobre la potenciacién dependiente
de cAMP de la liberacion de glutamato espontanea o la inducida por dosis bajas de
ionomicina en sinaptosomas (Fig. 4.14). Aunque la liberacibn con estos protocolos
depende en gran medida de la maquinaria exocitética, parece que, en las condiciones
estudiadas, la fosforilacion de estas proteinas por PKA no tiene un papel significativo en la
modulacién de la liberacion de glutamato. Esto puede deberse a las diferencias en cuanto
a las preparaciones y regiones cerebrales estudiadas, asi como a las distintas condiciones
en las que estan realizados estos estudios. No obstante hay que sefialar que, aunque la
fosforilacion de proteinas por PKA se ha asociado a fendbmenos de plasticidad (Lonart et
al., 2003), no se ha demostrado que las fosforilaciones mediadas por la PKA sean
esenciales en estos fendmenos (Kaeser et al., 2008b; Yang y Calakos, 2010).

Los resultados obtenidos muestran que las vias de potenciacion de la liberacion de
glutamato por cAMP independientes de PKA, estan asociadas a la activacion de la
proteina Epac (Fig. 4.15). Ademas de Epac, existen otras dianas de cAMP (Introduccion:
3.1.3.3), como los canales HCN, aunque los resultados obtenidos en esta Tesis muestran
gue estos canales no median las acciones del cAMP en la preparacion de sinaptosomas
en las condiciones estudiadas (Fig. 4.15). Dado que los HCN son activados por
despolarizacién y los experimentos de liberaciébn de glutamato se realizaron en
condiciones de bloqueo por TTx de la generacién de potenciales de accién, era esperable
gue no se observara participacion de estos canales. Ademas, estos resultados coinciden
con otros autores que proponen que los HCN no estan implicados en la potenciacion de la
neurotransmisién mediada por cAMP (Zhong et al., 2004; 2005). No obstante, hay que
sefialar que los canales HCN probablemente estén presentes en los sinaptosomas, tal
como sugiere el efecto de su bloqueo sobre la liberacion basal (dato no mostrado).

Nuestros resultados parecen indicar que la proteina Epac es la diana del cAMP

implicada en la potenciacion de la liberacién de glutamato independiente de PKA (Fig.
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4.15). La participacion de Epac en la neurotransmision (Introduccion: 3.1.2) ha sido
claramente puesta de manifiesto en experimentos con ratones carentes de esta proteina
(Yang et al., 2012; Fernandes et al., 2015). Ademas, el uso de su activador especifico, 8-
pCPT-2-O-Me-cAMP, ha demostrado que Epac potencia la liberacion de
neurotransmisores en numerosos modelos y sistemas (Zhong y Zucker, 2005; Cheung et
al., 2006; Sakaba y Neher, 2003; Kaneko y Takahashi, 2004; Gekel y Neher, 2008; Huang
y Hsu, 2006; Woolfrey et al., 2009; Ster et al 2007; Gelinas et al., 2008; Ster et al., 2009;
Yang et al., 2012; Fernandes et al., 2015). La accién de Epac se ha asociado tanto a la
modulacién de la liberacion inducida por despolarizacion (Sakaba y Neher, 2003; Kaneko y
Takahashi, 2004; Gekel y Neher, 2008), como a la regulacién de la liberacién espontanea
(Gekel y Neher, 2008). Por lo tanto, ademas de los efectos estudiados (Fig. 4.15), es
posible que Epac también pueda participar en el componente independiente de PKA de la
liberacion inducida por despolarizacion (Fig.4.14).

Epac presenta dos isoformas, Epacl que se expresa de forma ubicua, aunque su
expresion en el sistema nervioso es baja, y Epac2, predominante en cerebro, incluida la
corteza cerebral (Kawasaki et al., 1998; Ozaki et al., 2000). La expresion de estas
isoformas varia con el desarrollo, reduciéndose la expresion de Epacl y aumentando la de
Epac2 (Ulacan et al., 2007). Por lo tanto, es probable que en sinaptosomas de corteza
cerebral de ratones adultos la isoforma predominante sea Epac2. Sin embargo, no es
posible descartar que ambas isoformas estén implicadas en las funciones neuronales de
esta proteina (Yang et al.,, 2012). Seria interesante realizar estudios futuros para
determinar la isoforma implicada en estos mecanismos, bien empleando inhibidores
especificos de estas isoformas (Rehmann et al., 2013) o ratones carentes de las mismas
(Yang et al., 2012; Fernandes et al., 2015).

Receptores B-adrenérgicos en sinapsis glutamatérgicas

Los B-AR son activados por norepinefrina en el SNC, y a nivel subcelular estos
receptores se localizan en neuronas catecolaminérgicas, a nivel pre- y prostsinaptico (Aoki
et al., 1989), asi como en astrocitos asociados a estas neuronas (Aoki y Pickel, 1992). Por
lo tanto, en sinapsis glutamatérgicas, los B-AR actian como heteroreceptores. La
activacién de los B-AR ha sido relacionada con mecanismos de potenciacion de la
liberacion de glutamato en numerosas preparaciones (Huang y Hsu, 2006; Ji et al., 2008
Kobayashi et al., 2009; Huang et al., 1992; 1996; 1998a; 1998b; Abraham et al., 2008;
Gereau y Conn 1994a; 1994b; Gereau et al., 1995; Hillman et al., 2005), incluidos los
sinaptosomas de corteza cerebral (Herrero y Sanchez-Prieto, 1996; Millan et al., 2003). Sin
embargo, no existian evidencias claras a nivel ultraestructural de la presencia de estos

receptores en terminales presinapticos glutamatérgicos.
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La inervacion noradrenérgica de la corteza cerebral se origina en el locus ceruleus
(Foote et al., 1993; Kvetnasky et al., 2009), una regién del tronco encefalico. Las isoformas
B:1 y B2 son las de mayor expresion en tejido cerebral, siendo mayoritaria en corteza
cerebral la expresion de la isoforma ; (Nicolas et al., 1993; Paschalis et al., 2009). Los
experimentos de localizacién de los B;-AR en rodajas de corteza cerebral de ratones
adultos, mostraron la expresion de estos receptores en sindpsis asimétricas o excitatorias,
mayoritariamente a nivel presinaptico (Fig. 4.16). Ademas, la abundancia de los B1-AR en
sinaptosomas de corteza cerebral fue muy similar a la observada en las rodajas (Fig. 4.16).
Estos estudios suponen la primera evidencia ultraestructural de la presencia de los B-AR
en los terminales presindpticos glutamatérgicos y concuerdan con las evidencias
funcionales mostradas por otros autores y con los resultados obtenidos en esta Tesis
(Fig.4.15). Ademas, la similitud entre los resultados obtenidos en corteza cerebral y en
sinaptosomas cerebrocorticales sugiere que la distribucion de los B-AR se mantiene en los
terminales sindpticos aislados. Por lo tanto, dado que probablemente los sinaptosomas
mantienen la maquinaria de transduccién de sefiales de los terminales nativos, es posible
gue los mecanismos estudiados en sinaptosomas tengan relevancia fisiologica a nivel

cerebral.

Modulacion de la maquinaria exocitdtica por la proteina Epac

La potenciacion de la liberacion por activacion de los B-AR y de las proteinas Epac
es sensible a los inhibidores farmacolégicos de la PLC, de las proteinas de unién a DAG y
de CaM (Fig 4.17), aunque el efecto es parcial. No parece probable que esto se deba a la
baja eficacia o concentracién de los farmacos, ya que estas mismas concentraciones
inhiben completamente la potenciacion dependiente de mGIu7/PLC/Muncl3 en
sinaptosomas (Martin et al., 2010; 2011). Ademas, los inhibidores de PLC inhiben
completamente la actividad de PLC determinada por la acumulacién de IP; (Fig. 4.17) y la
activacion/translocacion de Muncl3 (Fig 4.18). Por lo tanto, es posible que existan dos
vias de sefializacién implicadas en la potenciacion dependiente de los B-AR y Epac: una
dependiente de la actividad de PLC y de la activacion de Muncl3 por DAG, y otra
independiente de estos mecanismos. Es improbable que esta via se deba a mecanismos
mediados por IP3, ya que los inhibidores de la PLC tienen el mismo efecto que los
inhibidores de las proteinas de union a DAG.

Es posible descartar la activacion directa por los 3-AR de las isoformas de PLC
moduladas por proteinas G triméricas (Wang et al., 1999), ya que las evidencias
farmacoldgicas sefialan la dependencia de PLC en etapas posteriores a Epac en la

cascada de sefializacion (Fig. 4.15 y 4.16). Sin embargo, hay formas de PLC, como las de
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la familia €, que pueden ser activadas por proteinas G pequefias 0 monoméricas de la
familia Ras, entre las que se incluye la proteina Rap (Smrcka et al., 2011; Fig. 1.7). Asi, la
proteina Epac, también denominada Rap-GEF, es una proteina con actividad
intercambiadora de nucleétiodos de guanina que activa proteinas G pequefias (de Rooj et
al., 1998; Kawasaki et al., 1998). Se ha descrito que Epac puede activar PLC € por medio
de su diana Rap2B (Schmidt et al., 2002). Ademas, este mecanismo participa en el control
de otros sistemas de exocitosis, como la secrecion de insulina (Dhuzura et al., 2011). Por
lo tanto, es probable que, en los mecanismos de potenciacion de la liberacion de glutamato
estudiados, Epac active PLCe por medio de las proteinas Rap.

La potenciacién de la liberacion de neurotransmisor dependiente de los B-AR y
Epac parece implicar proteinas activadas por DAG y CaM (Fig. 4.16). Las principales
dianas del DAG son la proteina Munc13 y la PKC (Brose y Rosenmund, 2002), aunque los
resultados farmacoldgicos descartan la participacion de esta quinasa (Fig. 4.16). Parece
improbable la participacion de otras proteinas activadas por DAG, como quimerina, PKD o
RasGRP, ya que hasta ahora no ha sido descrita su participacion directa en el proceso de
liberacién de neurotransmisores.

La proteina Muncl3 (Introduccién 3.2.4) es una proteina esencial en la
preparacion de las SVs para su liberacidén, que es regulada por la unién a DAG y CaM
(Augustin et al., 1999; Rhee et al., 2002; Junge et al., 2004; Lipstein et al., 2012). Munc13
se transloca a la membrana plasméatica como consecuencia de su activacion por union de
DAG (Betz et al., 1998; Augustin et al., 1999; Rhee et al., 2002). Ademés, la activacion de
Muncl3 requiere la interaccidén con la proteina RIM, que evita la formacion de su dimero
autoinhibitorio (Deng et al., 2011). Los resultados obtenidos muestran que la activacion de
los B-AR y Epac induce la translocacién de Muncl3 (Fig. 4.18), incrementa su interaccién
con RIM (Fig 4.20), y promueve el acercamiento de las SVs a membrana de la zona activa
(Fig. 4.21). Por lo tanto, estas evidencias sugieren la probable implicacion de Muncl3 en el
fendmeno de potenciacion dependiente de los B-AR y Epac. Estos resultados son
apoyados por otros estudios que proponen que Epac participa en el mantenimiento del
RRP (Fernandes et al., 2015). Cabe destacar que los B-AR serian uno de los pocos
receptores descritos hasta ahora con capacidad de modular la proteina Muncl13 (Bauer et
al., 2007; Martin et al., 2010, Hu et al., 2015) y, junto con los receptores mGlu7, los Unicos
receptores presinapticos conocidos que regulan esta proteina en sinapsis excitatorias de
mamifero.

No obstante, los resultados farmacoldgicos parecen indicar que, en la potenciacion
por B-AR y Epac, participa una via de sefializaciobn adicional a la dependiente de
PLC/Muncl3, en base a que la accion conjunta de los antagonistas de la union de DAG y
de la proteina CaM inhiben completamente la potenciacién, mientras que las

correspondientes acciones individuales solo tienen un efecto parcial (Fig. 4.17). En
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principio esto podria sugerir que los mecanismos de potenciacion implican dos
componentes diferenciados: la comentada via dependiente de DAG y otra, dependiente de
CaM, Sin embargo, es necesario tener en cuenta la activacién de la funcién de Muncl3
requiere no solo su localizacién en la membrana presinaptica por union de DAG (Rhee et
al., 2002), sino también su regulacién por la unién por Ca* y CaM (Junge et al., 2004;
Rodrigez-Castafieda et al., 2009). Por un lado, hay que considerar que la proteina no
unida a DAG y que permanece soluble en el compartimento citosdlico, podria ser activada
por Ca®* y CaM aunque su localizacién fuera de la zona activa impediria su funcién. Por
otro lado, la proteina translocada a la membrana por su unién a DAG, necesitaria de la
unién de Ca?* y CaM para desarrollar su actividad maxima.

De acuerdo con esto, el antagonista de la union de DAG, calfostina C, evitaria la
activacion de la Muncl3 soluble, pero probablemente no de la Muncl3 que esta
translocada a la membrana, que podria ser activada por los niveles basales de Ca*" y de
actividad de CaM. Ademas, aunque el inhibidor desplazase la unién del diacilglicerol a la
proteina de la membrana de la zona activa, las interacciones de Muncl3 con otras
proteinas de dicha zona activa (Wang et al., 2009), entre las que destaca RIM (Duluvoba
et al., 2005; Andrews-Zwilling et al., 2006), probablemente mantendrian su localizacion en
membrana y por tanto su funcién.

Ademas, la inhibicion farmacol6gica de CaM, no impediria la activacion de la
Munc13 soluble por el DAG generado por los mecanismos de potenciacion, pero, tanto la
Muncl3 presente en membrana en condiciones basales, como la translocada por la
generacion de DAG, perderia su activacion dependiente de CaM. No obstante, hay que
sefialar que esta forma de activacion por CaM parece que no es esencial para la
neurotransmision (Lipstein et al., 2012), de manera que Muncl3 podria mantener su
actividad, aunque reducida, en presencia de antagonistas de CaM. Por ultimo, la inhibicién
conjunta de la translocacién y de activacién por DAG y por CaM evitaria cualquier funcion
de la proteina.

Siguiendo esta hipétesis, se explicaria la inhibicion total de la potenciaciéon por (-
AR/Epac por el tratamiento conjunto con calfostina C y con el antagonista de la CaM, asi
como la inhibicién parcial por bloqueo de la accién de CaM. Asi mismo, de acuerdo con
esta idea, el componente de la potenciacion por Epac independiente de la via PLC/DAG,

podria ser dependiente de la actividad de la Munc13 ya translocada a la membrana.

219



Proteina G
resistente a PTX

PTx

Gilo .
\ IP3 Rab3A

)
Q/=, 8 =
PIP2 DAG Munc13 R

IM

L]
L ]
Sp8Br  8-pCPT e % o
L]

b

L-AP4 Iso

Fig. 5.3. Senalizacién cruzada de los receptores mGlu7 y B-adrenérgicos en la potenciacién de la liberacion
de glutamato. Potenciacion dependiente de receptores [-adrenérgicos (B-AR). Los receptores B-AR activan la
adenilato ciclasa (AC) para generar AMP ciclico (CAMP), que activa la proteina Epac. Epac activa la fosfolipasa C
(PLC), probablemente PLCe a través de Rap2A. El DAG generado activa la proteina Muncl3. Ademas, Epac
incrementa la interaccion entre Rab3A y RIM. El complejo Muncl3-RIM-Rab3a promueve la preparaciéon de las
vesiculas sinapticas para su liberacion. Los receptores mGlu7 controlan bidireccionalmente la potenciacion
dependiente de los B-AR. Los receptores mGlu7 inhiben la generacion de cAMP a través de proteinas Gi/o. Ademas,
la activacién conjunta de los B-AR y de la puede dar lugar a un
incremento supra-aditivo de la liberacién de glutamato.

La Muncl13 de la membrana de la zona activa interacciona con RIM (Deng et al.
2011) y RIM interacciona a su vez con la proteina G pequefia de las SVs, Rab3a,
formando un complejo triple entre estas tres proteinas, necesario para la preparacion de
las SVs (Duluvoba et al., 2005; Andrews-Zwilling et al., 2006). La unién de RIM-Rab3
depende de la activacion de Rab3 por medio del intercambio de GDP por GTP (Wang et
al., 1997; 2000). Por lo tanto, Epac, a través de su actividad GEF, activadora del
intercambio de GDP por GTP, podria llevar a cabo esta funcion de activacion de Rab3.

La interaccién entre RIM1-Rab3a aumenta tras la activacion de Epac (Figura 4.19),
pero este efecto es revertido por la inhibicion de PLC, sugiriendo que este fendmeno es
consecuencia de la accién indirecta de la activacion de Munc 13 sobre la interaccion RIM-
Rab3a, y no de la activacién directa de Rab3a por Epac. Hay que sefialar, no obstante,
gue existe una tendencia al aumento de la interaccidn, aun en presencia del inhibidor de
PLC, aunque no significativa (Fig. 4.19), por lo que es posible que la sensibilidad de la
técnica no sea suficiente para discernir claramente este aspecto. Por ello, convendria
realizar experimentos adicionales que pudiesen aclarar la participacion de la activacion
directa de Rab3a por Epac en estos mecanismos.

Existen diversas evidencias que sugieren la activacién directa de Rab3a por Epac.
Se ha demostrado una disminucién en la expresién de Rab3a en ratén carente de Epac2
(Fernandes et al., 2015). Ademas, se ha implicado a la modulacion directa de Epac sobre
Rab3 en otros sistemas de exocitosis, como la secrecién de insulina (Park et al., 2012) o la

reaccion acrosémica (Branham at al., 2009). Asi mismo, se ha propuesto la interaccion de
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Epac con RIM en células secretoras de insulina (Ozaki et al., 2000; Kashima et al., 2001;

Park et al., 2012), apoyando la relacién de Epac con el complejo RIM-Rab3.

El complejo triple Munc13-RIM-Rab3a es esencial para el proceso de preparacién
de las SVs para su liberacion (Introduccién: 1.4). Se ha propuesto que este complejo
puede ser modulado por diversas cascadas de sefalizacion (Fig 1.5). En primer lugar, a
través de Muncl3, por accién de DAG y Ca*/CaM (Rhee et al., 2002; Junge et al., 2004).
También se ha demostrado la implicacién de la proteina RIM en la potenciacién de la
liberacion dependiente de cAMP (Castillo et al., 2002), habiéndose propuesto la accion de
PKA en este fenomeno, fosforilando la Ser413 de esta proteina (Lonart et al., 2003),
aunque posteriormente se ha cuestionado la participacion de esta fosforilacion en estos
procesos de plasticidad (Kaeser et al., 2008a; Yang y Calakos, 2010). Ademas, dado que
la interaccién de Rab3 con RIM depende de su intercambio de GDP por GTP (Wang et al.,
1999), la formacién del complejo triple podria estar regulada por proteinas con actividad
GEF, tal como se ha propuesto en otros sistema de exocitosis (Branham at al., 2009 ; Park
et al., 2012). Por lo tanto, el complejo que forman estas proteinas supone el punto de
confluencia de las vias de potenciacion de la liberacibn de neurotransmisores
dependientes de cAMP y DAG, de gran importancia y ampliamente estudiadas. De
acuerdo a los resultados obtenidos en esta Tesis, la via de potenciacion por activacién de
los B-AR favoreceria la formacion del complejo triple Munc13-RIM-Rab3 por medio de dos
vias de sefializacion diferentes dependientes de Epac (Fig. 5.3): 1) la activacion de PLC,
para generar DAG y activar Muncl13; y 2) posiblemente la activacion directa de Rab3a.
Por lo tanto, los mecanismos de modulacion de la liberacién de neurotransmisores por -
AR/Epac estudiados desvelan novedosas evidencias acerca de los receptores
presindpticos implicados en las importantes cascadas de sefializacién dependientes de
cAMP y DAG que confluyen en el complejo triple Munc13-RIM-Rab3.

Estudio de la potenciacién de la transmisién sinaptica empleando vGlutl-pHluorina

en cultivos primarios de corteza cerebral

El estudio de la expresion de mCherry bajo el promotor de la CaMKlla, en los
cultivos primarios de neuronas de corteza (Fig. 4.22), mostré que la expresion de esta
proteina no constituye un marcador especifico de neuronas glutamatérgicas, tal como se
ha descrito en tejido cerebral (Jones et al., 1994; Chiarlonne et al., 2014). Probablemente,
esto se deba a las diferencias en la maduracién de las neuronas en el cultivo, cuya
disgregacion provoca la pérdida de las interacciones y quimiotaxismos propios del

desarrollo de estas células en el cerebro, originando la modificacién de su fenotipo. Sin
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embargo, la expresidon de la proteina mCherry permite asegurar que los estudios
realizados se restringen sélo a neuronas (Fig. 4.22), en contraste con algunos estudios
que demuestran que las pHluorinas pueden expresarse también en vesiculas de las
células de glia (Sinhg et al., 2014; Stenovec et al., 2015). Por lo tanto, las células
estudiadas, que expresan la vGlutl-pHIurina y mCherry, se corresponden con neuronas
mayoritariamente, aunque no exclusivamente, glutamatérgicas.

La liberacion espontanea aumenta por el tratamiento de las neuronas con el
agonista de los B-AR, isoprotrenol, y el activador especifico de Epac, 8-pCPT. Es de
destacar que la potenciacion de la liberacion espontanea inducida por la activacion de los
B-AR fue mayor (p<0.01) que la inducida por la activacion de Epac (Fig. 4.23.A), mientras
gue el incremento del RRP inducido por el tratamiento con estos farmacos (Fig. 4.25) no
fue significativamente diferente (p>0.05). Estas evidencias sugieren que, en cultivos
primarios de neuronas corticales, los receptores B-AR podrian activar otras vias de
potenciacion de la liberacibn espontanea adicionales a la mediada por Epac, que
probablemente esté relacionada con el aumento del RRP. Asi, los B-AR pueden inducir
fenémenos de potenciacion dependientes de PKA (Gereu y Conn, 1994; Herrero et al.,
1996; Gelinas et al., 2008a) y ERK/mTOR (Gelinas et al., 2007; Eijkelkamp et al., 2010;
Connor et al.,, 2012), que podrian modular la liberacion espontanea. Ademas,
recientemente se ha descrito que fosforilaciéon por PKA de la proteinas complexinas
incrementa la liberacién espontanea (Cho et al., 2015), por lo que este mecanismo podria
estar relacionado con el efecto adicional de la activacién de los B-AR. Asi mismo, la PKA
fosforila la sinaptotagmina-12, que esta implicada en la modulacién de la liberacién
espontanea (Maximov et al., 2007).

Ahora bien, el hecho de que la potenciacion de la liberacién espontanea inducida
por los B-AR se pierda totalmente en los ratones mutantes de Muncl13-1, asi como en los
ratones carentes de RIM1a, parece indicar que la accion suplementaria de isoproterenol en
la potenciacion de la liberacion espontanea, también depende de estas proteinas. Dado
gue las complexinas participan en el ensamblaje del complejo SNARE y en la preparacion
de las SVs (Cai et al., 2008, Jorquera et al., 2012; Diao et al., 2013; Sudhof et al., 2013), la
ausencia de las proteinas RIM1a y de la activacion por DAG de Munc13-1, esenciales para
el proceso de preparacion de las SVs (Rhee et al., 2002; Deng et al., 2011), podria afectar
también a los mecanismos de la potenciacion de la liberacion espontanea dependientes de
PKA/complexinas (Cho et al., 20015).

Ademas, la potenciacion de la liberacién espontanea por la activacion de los (-AR
y Epac parece ser dependiente de la unién de DAG a Muncl3-1 (Fig. 4.23.B). Estos
resultados estan en consonancia con trabajos previos que demuestran que en el ratén
mutante Munc13 H567K presenta una gran disminucion en la magnitud de la potenciacion

de la liberacion espontanea por ésteres de forbol (Rhee et al.,, 2002; Lou et al., 2008).
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Ademas, el incremento de la liberacion espontanea estudiado parece ser dependiente
también de la presencia de la proteina RIM1a (Fig.23.C). No obstante, es importante tener
en cuenta que el raton carente de la proteina RIM1a muestra un aumento en la cantidad
de Muncl13-1 soluble (Schoch et al., 2002; 2006; Kaeser et al 2008a; Deng et al., 2011).
Por lo tanto, seria necesario realizar ensayos adicionales para determinar si los
mecanismos de potenciacion por B-AR y Epac estan alterados en este modelo de manera
directa por la ausencia de RIM1a, o de manera indirecta por el aumento de la solubilidad
de Muncl3-1. Ademas, en ambos modelos animales se produce una disminucién de la
liberacion espontanea basal. Sin embargo, estos resultados no concuerdan con trabajos
previos, que han descrito que no existen cambios en la frecuencia de la liberacion
espontanea en el mutante Munc13-1 H567K (Rhee et al., 2002) ni en el ratén carente de
RIM1a (Schoch et al., 2002). Es posible que estas diferencias estén relacionadas con las
distintas areas cerebrales estudiadas, ya que nuestros resultados han sido obtenidos
analizando neuronas de corteza cerebral, frente a los estudios anteriores que se realizaron
en células hipocampales, de rodajas (Schoch et al., 2002) y de cultivos autapticos (Rhee et
al., 2002).

Los resultados obtenidos en sinaptosomas han mostrado que los receptores B-AR
y la proteina Epac también modulan la liberacion inducida por despolarizacion (Fig. 4.21).
Por esta razon, estudiamos el efecto de la activacion de estas proteinas sobre
estimulaciones eléctricas breves (40APs) y submaximas (400APs), encontrando que la
activacion de estas proteinas incrementa la proporciéon de SVs liberadas en ambos tipos
de estimulos (Fig. 4.24.A-C). Sin embargo, tanto en las neuronas del ratbn que no une
DAG a la Munc13 (H567K) como del raton carente de RIM1a, se perdio el efecto
modulador de B-AR y Epac sobre las estimulaciones a 40APs, aunque no sobre las
estimulaciones a 400APs (Fig. 4.24.H-J; O-Q). Esto parece indicar que la potenciacion de
la liberacién por estas proteinas podria ser dependiente de la union de DAG a Muncl13-1y
de la presencia de la proteina RIM1a, en estimulaciones de baja intensidad mientras que,
estimulaciones de mayor magnitud, involucraria otras vias de sefalizacion. Asi, se ha
propuesto que la potenciacion por DAG es dependiente de Muncl3, pero también de PKC,
a través de la fosforilacion de Muncl8 (Wierda et 2007; Lou et al, 2008) o
PKC/sinaptotagmina-1 (de Jong et al., 2016). Asi, se ha propuesto que Epac puede
potenciar la liberacion por medio de la via PKC/Muncl8 (Hucho et al., 2005; Gekel y
Neher, 2008). Ademas, en la liberacion inducida por despolarizacién, los B-AR pueden
modular los VDCC (Huang et al., 1996; 1998; Ji et al., 2008), mientras que Epac puede
activar la via ERK/mTOR (Gelinas et al., 2007; Eijkelkamp et al., 2010; Connor et al., 2012)
y modular otros canales i6nicos, como los canales de K* sensibles a ATP (Zhao et al.,
2013).
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Ademas, se observé una disminucion en las respuestas control a 40 y 400 APs en
el ratdon carente de RIM1a (Fig. 4.24. O-Q), aunque en este modelo no se han descrito
alteraciones en la liberacion inducida por despolarizacién (Schoch et al., 2002), pudiendo
deberse estas discrepancias a las diferencias en los modelos de estudio, asociadas a las
compensaciones sobre la delecion de esta isoforma, segun areas del cerebro. Por otra
parte, en el mutante Muncl3-1 H567K sdélo se observé la disminucién de la respuesta
basal a 40APs (Fig. 4.24. H-J). Estos resultados concuerdan el fenotipo descrito para este
mutante, en el que no se observan cambios en la amplitud de los EPSCs, pero si existe
una reduccion en el RRP (Rhee et al., 2002), siendo este el grupo de SVs exocitadas en
las estimulaciones de 40 APs (Burrone et al., 2006).

Las cinéticas de exocitosis no fueron modificadas por la activacion de los B-AR y
Epac, ni en las células de genotipo salvaje, ni en neuronas obtenidas de los mutantes
carentes de RIM1a y los Munc13-1 H567K (Fig. 4.24. D, E, K, L, R, S), por lo que estos
mecanismos no parecen afectar a la velocidad de liberacion de las SVs. Sin embargo, las
velocidades basales de exocitosis aumentan en los ratones mutantes estudiados, lo que
podria tener relacion con la modulacién de los VDCC por RIM (Kiyonaka et al., 2007, Liu et
al., 2011; Kaeser et al., 2011) y por Munc13 (Collaway et al., 2015), asi como con el papel
de estas proteinas en la regulacion de la cinética de la apertura del poro de fusion (Acuna
et al., 2014).

Sin embargo, las cinéticas de endocitosis son alteradas por la activaciéon de los -
AR, que induce un aumento en la velocidad de este proceso, y de Epac, que, por el
contrario, reduce su velocidad (Fig. 4.24. D, F, K, M, R, O). Los efectos contrapuestos de
la activacién de estas proteinas sugieren que los mecanismos por los que estas proteinas
controlan la endocitosis son diferentes. Una posibilidad seria que los efectos asociados a
los B-AR en la endocitosis sean dependientes también de la activacién de la PKA. En este
sentido, hay que sefialar que la PKA fosforila proteinas implicadas en la endocitosis, como
sinapsina, sinaptofilina o sinaptotagmina. La fosforilacién de la sinapsina por PKA induce
la disociacion de la esta proteina de las SVs (Hosaka et al., 1999; Cousin y Evans, 2011;
Perlini et al., 2011) y aumenta la velocidad de endocitosis (Menegon et al., 2006). La
fosforilacion de sinaptofilina por PKA reduce su accion inhibitoria (Boczan et al., 2004)
sobre la proteina dinaminal (Lao et al., 2000), esencial para la endocitosis (Shpetner y
Vallee, 1989; Vallee y Shpetner, 1993; De Camilli et al., 1995; Ferguson et al., 2007). PKA
también fosforila isoformas de la sinaptotagmina (Maximov et al., 2007), que es esencial
para la endocitosis (Littleton et al., 2001; Poskanzer et al., 2003; Llinas et al., 2004). Por
ultimo, PKA fosforila los VDCC (Hell et al., 1995), incrementando su actividad (Gao et al.,
1997; Bunnemann et al., 1999), siendo el Ca®" inductor de todos los tipos de endocitosis
(Marks y McMahon, 1998; Wu et al., 2009). En este sentido, cabe destacar que PKA

también fosforila RIM (Lonart et al., 2003), proteina que regula y localiza los VDCC
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(Kiyonaka et al., 2007, Liu et al., 2011; Kaeser et al., 2011, Acuna et al., 2015). El hecho
de que en el ratdon carente de la proteina RIM1a el efecto sobre la endocitosis de la
activacion de los B-AR se vea alterado, podria estar relacionado con la modulacion por
PKA de proteinas que interaccionan con RIM1a, como la sinaptotagmina (Coppola et al.,
2001) o los VDCC (Kaeser et al., 2011).

Por otra parte, Epac podria regular la endocitosis por regulacion directa de
proteinas G pequefias de la familia Rab que participan en este proceso, como Rab5
(Kawauchi et al., 2010), Rab10 (Shi et al., 2012) o Rab35 (Dutta y Donaldson, 2015). Sin
embargo, Epac favoreceria la activacion de las proteinas G pequefias por su actividad
GEF, por lo que su actuacion no explicaria el enlentecimiento de la endocitosis observado.
Ademas, Epac podria regular la endocitosis por medio de la activacion de PLC (Schmidt et
al., 2001), ya que el sustrato de esta enzima, el PIP,, localiza proteinas implicadas en la
endocitosis, como las proteinas adaptadoras AP (Cremona et al., 1999) o la dinamina
(Okamoto et al., 1997; Shupliakov et al., 1997; Anggono y Robinson, 2007), y es esencial
en el acoplamiento de los ciclos de exo- /endocitosis por medio de su interaccion con
sinaptotagmina (Martin et al., 2014). Por lo tanto, la activacién de PLC por Epac podria
reducir el PIP, en membrana, limitando su accién funcional y enlenteciendo la endocitosis.
Ademas, en el raton carente de la proteina RIM1a el efecto de la activacion de Epac se
pierde, lo que podria estar relacionado con la interaccion de RIM con la proteina
sinaptotagmina-1 (Coppola et al., 2001), en relacion al papel esencial en la endocitosis de
la interaccion de esta proteina con PIP..

Por lo tanto, aunque existen evidencias de la modulacion de la endocitosis por los
B-AR y Epac, asi como de la posible dependencia de estos fenémenos de la expresion de
la proteina RIM1a, seria necesario profundizar notablemente en el estudio de estos
mecanismos para determinar las vias de sefalizaciéon implicadas y explicar los diferentes
efectos observados.

Los resultados obtenidos muestran que la activacion de los B-AR y de la proteina
Epac no alteran la probabilidad de liberacion estimada por la tasa de respuestas frente a
un AP (Fig 4.24.G). Sin embargo, nuestros resultados si muestran el aumento en el RRP
como consecuencia de estos tratamientos (Fig. 4.25). El hecho de que un aumento en el
namero de vesiculas preparadas no incremente la probabilidad de liberacion parece
contradictorio. Sin embargo, estudios previos han propuesto que la potenciacion de la
liberacion por cAMP no implica un aumento en la probabilidad de liberacion, si no que
depende de un incremento en la sensibilidad a Ca** como consecuencia del aumento del
numero de SVs preparadas para su liberacion (Sakaba y Neher, 2001). Este hecho podria
explicarse teniendo en cuenta que el RRP presenta SVs de liberacion muy rapida (RRP
rapido), que son liberadas antes que el resto de las SVs de este grupo (RRP lento; Wu y

Borst, 1999; Sakaba y Neher, 2001). Asi, el RRP rapido se corresponderia con las SVs
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situadas en los sitios activos, muy cerca de los VDCC, mientras que las SVs del RRP lento
se localizaria méas alejadas (Neher y Sakaba, 2008; Chen et al., 2015), habiéndose
propuesto que estas SVs son liberadas después de sustituir en los sitios activos al RRP
rapido (Hanse y Gustafsson, 2001). Por lo tanto, al aplicar un Unico AP se induciria la
fusion de SVs pertenecientes al RRP rapido Unicamente, mientras que probablemente los
mecanismos que aumentan el RRP, como la activacion de los B-AR o de Epac,
incrementan el nimero de SVs pertenecientes al RRP lento.

Ademas, nuestros resultados muestran una disminucién de la tasa de acierto en
las neuronas del ratén de RIM1a, pero no del mutante Munc13-1 H567K. Estudios previos
de estos modelos por técnicas de electrofisiologia muestran una disminucion en la
probabilidad de liberacién en el raton KO para RIM1a (Schoch et al., 2002), pero no en el
Munc13-1 H567K (Rhee et al., 2002). Por lo tanto, la similitud en el fenotipo observado
sugiere la validez de la estimacién de la probabilidad de liberacion a través de la
determinacion de la tasa de respuestas a un Unico potencial de accion.

Hay que sefialar que es necesario profundizar en estos experimentos,
especialmente aumentando el nimero de ensayos en el caso del estudio del raton
Munc13-1 H567K, y estudiando el efecto del activador de Epac. Ademas, tal como se ha
comentado previamente, seria necesario dilucidar si las deficiencias en las potenciaciones
observadas en el ratén carente de RIM1a se deben directamente a la ausencia de esta
proteina o al aumento de la solubilidad de Munc13-1 asociado a este modelo (Schoch et
al., 2002; 2006; Kaeser et al 2008a; Deng et al., 2011).

Por otra parte, los resultados obtenidos acerca del tamafio de los grupos de SVs
son similares a los datos obtenidos por otros estudios en células hipocampales en cultivo,
que proponen que el RRP corresponde a ~5% de las SVs y el grupo de reciclamiento
oscila entre ~10-20% (Harata et al., 2001a; 2001b; Rizzoli y Betz, 2004; 2005) y un ~45%
(Burrone et al., 2006). Nuestros datos muestran que la activacion de los B-AR y de Epac
aumenta notablemente el tamafio del RRP (Fig. 4.25). En este sentido, Epac se ha
relacionado con el mantenimiento del RRP necesario para el desarrollo de fendmenos de
potenciacion (Fernandes et al., 2015). Ademas, estos resultados apoyan las evidencias
obtenidas en sinaptosomas que muestran que la activacion de los B-AR y Epac incrementa
el numero de SVs cercanas a la zona activa (Fig. 4.21), asociadas al RRP (Imig et al.,
2014). Hay que senalar, que aunque la activacion de los B-AR y Epac incrementa el RRP
de manera similar, la respuesta a este mismo estimulo, en ausencia de Bafilomicina Al, es
mayor para la activacion de Epac (Fig. 4.24.A y B). Ahora bien, la activacién de los B-AR
incrementa la velocidad de endocitosis (Fig. 4.24. D y F), lo que podria reducir la magnitud
de la respuesta en ausencia de Bafilomicina Al, explicando las diferencias observadas.
Epac parece modular proteinas relacionadas con la preparacion de las SVs (Fig. 4.18-
4.20, 4.23, 4.24), como Muncl3 (Rhee et al., 2002; Imig et al., 2014) o la proteina RIM
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(Deng et al., 2011; Fernandez-Busnadiego et al., 2013), por lo que seria muy interesante
estudiar estos mecanismos de modulacién del tamafio de los grupos de SVs en neuronas
del ratén carente de RIM1a y del mutante Munc13-1 H567K. Por otra parte, la activacion
de los B-AR y de Epac también parece incrementar ligeramente el tamafio del grupo de
reciclamiento (Fig. 4.25). Es posible que la activacion de los B-AR pueda promover la
fosforilacion de sinapsina por PKA (Hosaka et al., 1999; Menegon et al., 2006; Cousin y
Evans, 2011; Perlini et al., 2011). Asi, se ha descrito que, tanto la via CAMP/PKA (Kurumi y
Kidokoro, 2005), como la fosforilacion de la sinapsina (Orenbuch et al., 2012; Verstegen et
al., 2014), estan implicadas en el incremento del nimero de SVs pertenecientes al grupo
de reciclamiento. Ademas, se ha relacionado la quinasa CDK5 con estos procesos (Kim y
Ryan, 2010; Verstegen et al., 2014). Por otra parte, no se conocen evidencias de la accion
de Epac en la modulacion del grupo de reciclamiento, aunque podria estar relacionada con
su accion sobre distintas proteinas G pequefas, como las proteinas de la familia Rabs que
interaccionan con las SVs, (Binotti et al., 2016) o las proteinas de la familia Rho (Croisé et
al., 2014) o Arf (Gillingham y Munro, 2006) que regulan la dindmica del citoesqueleto de
actina, implicado en el mantenimiento de la distribucién espacial del grupo de reciclamiento
(Marra et al., 2012; Ratnayaka et al., 2012).

Por dltimo, hay que sefalar que los receptores B-AR se expresan en una
subpoblacién de neuronas de corteza (Fig. 4.16), lo que sugiere que los mecanismos de
potenciacion por los B-AR/Epac podrian estar restringidos a una subpoblacién de tipos
neuronales. Por lo tanto, los estudios realizados en cultivos primarios de neuronas
corticales probablemente comprendan tanto botones sinapticos de neuronas que
desarrollan estos mecanismos, como botones de neuronas que no lo hagan. Esto sugiere
que los resultados observados probablemente muestren reducida la magnitud de estos
fendmenos por la ausencia de contribucion de una parte de las neuronas. Por lo tanto,
seria muy interesante para futuros estudios identificar la expresion de las proteinas
implicadas en estos mecanismos en las células en cultivo, por ejemplo con técnicas de
inmunocitoquimica post-hoc (Ramirez-Franco et al., 2013), o desarrollando modelos de

ratones trangénicos que presenten estas proteinas unidas a proteinas fluorescentes.

Papel fisioldgico del mecanismo

Es posible que los mecanismos de potenciacion de la liberacion de glutamato por

B-AR/Epac antes descritos participen en procesos de plasticidad sinptica. Asi, se ha

demostrado los B-AR participan en procesos de LTP (Thomas et al., 1996;Moody et al.,
1998; Lin et al., 2003; Gelinas y Nguyen, 2005; Hansen y Manahan-Vaughan; 2015)
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relacionados con la proteina proteina Epac (Gelinas et al., 2007; 2008; Yang et al., 2012;
Fernandes et al., 2015).

La actividad de los B-AR vy de la proteina Epac se ha relacionado con fenémenos
de plasticidad sinaptica que a su vez estan involucrados en los procesos cognitivos como
el aprendizaje y la memoria cerebrales (Kandel et al., 2014). Asi, se ha descrito que la
activacion de los B-AR facilita procesos de aprendizaje y memoria (Nielson y Jensen, 1994;
Cabhill et al., 2000; Sternberg et al., 1985; Roullet and Sara, 1998) y participa en la memoria
emocional o la memoria asociada al estrés (Cabhill et al., 1997; Hu et al., 2007; Roozendaal
et al., 2009). Ademas, los procesos de memoria dependientes de la actividad hipocampal
se ven afectados por la reduccion en la accion de la NE o por el bloqueo de los receptores
B-AR (Ji et al., 2003; Murchinson et al., 2004). Asi mismo, el bloqueo de los B-AR afecta a
distintas funciones segun la regién cerebral: en la region CA1 de hipocampo, afecta a la
consolidacion de la memoria contextual por miedo y a la memoria espacial (Ji et al., 2003a,
2003b); en la amigdala basolateral, origina déficits en la memoria por miedo (Debiec y
Ledouz, 2004; Hurlemman et al., 2005) y de la memoria asociada al gusto (Miranda et al.,
2003); en corteza prefrontal, produce amnesia (Tronel et al., 2004) y déficits en la memoria
de trabajo (Ramos et al., 2005). Por otra parte, la carencia de Epacl/2 origina problemas
en el aprendizaje espacial y en las interacciones sociales (Yang et al., 2012), mientras que
la de Epac 2 también muestra deficiencias en interacciones sociales y comunicacién
(Srivastava et al., 2012a). Ademas, Epac tiene un papel en el establecimiento de memoria
a largo plazo, de manera independiente de PKA (Ma et al., 2009). Asi mismo, la activacion
de Epac rescata los déficits en memoria y en el condicionamiento por miedo del raton
deficiente en NE/E, dopamina [-hidroxilasa KO (Ouyang et al., 2008), y mejora la
recuperacion de la memoria asociada al miedo (Ostroveanu et al., 2010). También se han
relacionado la activacion de Epac por los B-AR con cambios bidireccionales en la memoria
emocional en hipocampo (Schutsky et al., 2011). Cabe destacar que el raton carente de
RIM1a también muestra déficits de aprendizaje y memoria (Powell et al., 2004).

A nivel fisiopatoldgico es destacable que tanto los B-AR (Kalaria et al., 1989; Lee
et al., 1997; Ni et al., 2006; Yu et al., 2008; 2010; Arrieta-Cruz et al., 2010; Wang et al.,
2011; Li et al., 2013), como la proteina Epac (Maillet el al., 2003; Robert et al., 2005;
McPhee et al.,, 2005) han sido relacionados con la enfermedad de Alzehimer. Ademas,
Epac se ha asociado con autismo (Srivastava et al., 2012b), esquizofrenia (Kelly et al.,
2009), anxiedad y depresion (Middeldorp et al., 2010), asi como con la enfermedad de
Huntington (Sarkar et al., 2009). Por lo tanto, es posible que estos la via de sefializacién

iniciada por los B-AR pueda desempefiar alguin papel en el desarrollo de estas patologias.
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Modulacién bidireccional de la via de potenciacién dependiente de B-AR vy Epac por

los receptores mGlu7.

Accion inhibidora de la liberacion por receptores mGlu7 en ausencia del agonista

Los receptores mGlu7 y B-AR se co-expresan en una subpoblacion de terminales
presinapticos (Fig. 4.26), y las vias de sefializacion asociadas a dichos receptores
interaccionan, modificando sus efectos moduladores sobre la liberacion de glutamato (Fig.
5.3).

Los receptores mGlu7, acoplados a proteinas Gi/o, reducen la generacién de
CcAMP, inhibiendo la potenciacion dependiente de B-AR/Epac/PLC/Muncl3 (Fig.4.27). Hay
gue sefialar que la activacion de los mGlu7 no inhibe completamente la potenciacién
inducida por el activador de la AC, forscolina, pero si aquella inducida por el agonista de
los B-AR, isoproterenol, probablemente porque, mientras que la forscolina activa la AC en
todos los sinaptosomas, el isoproterenol sélo lo hace en la subpoblacion de terminales que
expresan los B-AR. Por lo tanto, la inhibicion total por mGlu7 de la potenciacién de los [3-
AR (Fig. 4.27), confirma la estrecha relacion funcional existente entre estos receptores, tal
como aventuraba su alto grado de colocalizaciéon (Fig. 4.26). Estudios previos han puesto
de manifiesto la capacidad de los receptores mGlu7 para inhibir la generacion de cAMP
(Schoepp y Johnson, 1993; Okamoto et al., 1994; Schaffhauser et al., 1997; Herrero et al.,
1996; Wu et al., 1998; Millan et al 2002b; Martin et al., 2007). Ademas, se ha descrito que
esta inhibicion no afecta a los niveles basales de cAMP, desarrollandose sélo en
condiciones de estimulacion farmacolégica de la AC (Schoppa y Westbrook, 1997;
Herrero et al., 1996; Millan et al., 2002a, Martin et al., 2007). Sin embargo, se desconocia
la funcién exacta de estos mecanismos, asi como su relevancia fisiolégica. Los resultados
obtenidos en esta Tesis desvelan el papel de la inhibicion de la inhibicion de la AC por los
receptores mGlu7, sugiriendo que controla la potenciacion de la liberacion de glutamato
dependiente de cAMP, que a su vez regula el proceso de preparacion de las SVs para su
liberacion (Fig. 4.14 - 4.21).

Sorprendentemente, hemos encontrado que, después de una activacion
prolongada de los receptores mGlu7, estos contindan inhibiendo la generacion de cAMP, a
pesar del lavado del agonista (Fig. 4.28). No obstante, este efecto es solo parcial,
desarrollandose la inhibicion completa sélo después de una nueva adicién del agonista
(Fig. 4.28).

Estos resultados podrian deberse a distintas causas. En primer lugar, podria
deberse a un lavado incompleto del agonista, existiendo una concentracién reducida,
aungue parcialmente efectiva, en el medio. No obstante, hay que tener en cuenta que el

mGIu7 se caracteriza por su baja afinidad a glutamato, requiriendo altas concentraciones
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para su activacion (Schoepp et al., 1999). Por ello, es dificil pensar que, la concentracion
del farmaco remanente después del lavado, pudiese ser suficiente para activar este
receptor.

Asi mismo, seria posible que las proteinas implicadas en la via de inhibicién
permanezcan activas aun después del lavado del agonista. Dado que la inhibiciéon de los
VDCC por este receptor se revierte rapidamente en ausencia del agonista (Fig. 4.9 y 4.10),
parece improbable que tanto los receptores, como las proteinas Gi/o implicadas, se
mantengan activos tras la retirada del agonista. Sin embargo, es posible que los cambios
regulatorios desarrollados por la AC para reducir su actividad persistan de manera parcial
durante un tiempo después de cesar la sefializacion por Gi/o. Asi, la segunda adicion del
agonista volveria a inhibir completamente esta proteina y la generacién de cAMP.

Otra posibilidad seria que sélo una subpoblacion de receptores mGlu7
permaneciese acoplada a la via de inhibicion del cAMP después del lavado del farmaco,
mientras que el resto de receptores mGlu7 permanecerian inactivos después del lavado y
no responderian hasta la segunda aplicacién de L-AP4. Se ha descrito que el tratamiento
prolongado con L-AP4 induce la internalizacion de parte de los receptores mGlu7 (Pelkey
et al., 2005; 2007; Lavazzari y Roche, 2008; Suh et al., 2008). Aunque tradicionalmente se
ha relacionado la internalizacion en endosomas de los GPCR con su degradacion y
pérdida de funcién (von Zastrow y Williams, 2012), estudios recientes han demostrado que
los GPCR internalizados en endosomas pueden seguir sefializando (Kotowski et al., 2011;
Irannejad et al., 2013; 2014, 2015; Tsvetanova et al., 2014; 2015). Por lo tanto, es posible
que el tratamiento con L-AP4 internalice parte de los receptores mGlu7 junto con el
agonista, que seguirian inhibiendo la AC y la generacion de cAMP, mientras que los
receptores presentes en membrana permanecerian inactivos tras el lavado, y seguirian asi
hasta una segunda adicion del agonista. No obstante, hay que sefalar que la capacidad de
los receptores mGlu7 de inhibir la entrada de Ca?* inducida por altas concentraciones de
potasio no se ve afectada por el tratamiento y lavado de L-AP4 (Martin et al., 2010), lo que
parece ir en contra de la internalizacién masiva de estos receptores, aunque es posible
que, aun en el caso de que se internalicen parte de los receptores, la poblacién de éstos
gue permanezca en membrana sea suficiente para dar lugar a la inhibicién de los VDCC.
En el ratdén carente de los canales N, que, tal como se ha discutido previamente, es posible
gue muestre una alteraciéon en la localizacion subcelular de los receptores mGlu7, se
conserva la capacidad de estos receptores de inhibir la generaciéon de cAMP (Millan et al.,
2002), pero no la de inhibir los VDCC (Martin et al., 2007). Por lo tanto, la localizacion de
los receptores mGlu7 en la membrana de la zona activa podria no ser esencial para la
inhibicion de la AC. Por otra parte, la internalizacién de los receptores por su exposicion
prolongada al agonista (Pelkey et al., 2005; 2007; Lavazzari y Roche, 2008; Suh et al.,

2008), en lugar de inducir su desensibilizacion (Pelkey et al., 2005), podria estar
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relacionado con su acoplamiento a la via de PLC y con la potenciacion de la liberacion.
Esta hipotesis explicaria también porque los receptores contindan potenciando la
liberacion en ausencia del agonista (Fig 4.1). Por lo tanto, seria muy interesante estudiar si
los receptores mGlu7 se internalizan en sinaptosomas y como afecta esta internalizacion al

desarrollo de los mecanismos de inhibicion y potenciacion de la liberacion de glutamato.

Sinergismo entre las vias de potenciacion

La potenciacion por los receptores mGlu7 depende de la activacion de PLC (Martin
et al., 2010) y probablemente de la proteina Muncl3 (Fig 4.2; Martin et al., 2010), que
promueve la colocacion (Fig.4.3) y preparacion de las SVs (Fig. 4.13) para su liberacion.
Por otra parte, los mecanismos de potenciacion por B-AR también promueven el
acercamiento de las SVs (Fig. 4.21), por mecanismos que implican PLC (4.17) y Muncl3
(Fig 4.18 y 4.20), e incrementan la interaccién entre las proteinas RIM y Rab3a (Fig. 4.19).
Por lo tanto, ambos mecanismos involucran la modulacién de PLC y probablemente del
complejo Muncl3-RIM-Rab3a. Dado que estos receptores se co-expresan e interaccionan
en una subpoblacion de terminales presinpticos (Fig. 4.26), y la inhibicion de la
generaciéon de cAMP por receptores mGlu7 controla la via de potenciacion dependiente de
receptores B-AR/Epac (Fig. 4.27), existia la posibilidad de que los mecanismos de
potenciacion asociados a estos dos receptores también presenten una interaccién
funcional.

La activacion conjunta de ambos receptores (empleando L-AP4 e isoproterenol, Fig
5.3) dio lugar a una potenciacién de la liberaciébn equivalente a la suma de las
potenciaciones individuales, sugiriendo que no existe interaccién entre estas vias (Fig.
4.28). Sin embargo, el estudio en profundidad de esta respuesta demostré que la inhibicién
de la generacion de cAMP por receptores mGlu7 persiste aun después del lavado del
agonista de los mismos (Fig. 4.28). Asi, la activacién directa de Epac, de manera que la
inhibicion de la AC no afecta a la potenciacién (empleando 8-pCPT o Sp8Br, Fig 5.3),
resulta en una respuesta mayor que la suma de las potenciaciones individuales (Fig. 4.29).
La activacion conjunta de PKC y PKA promueve una potenciacion resistente a TTx que
depende de la modulacién de los VDCC (Millan et al., 2003). Sin embargo, el sinergismo
observado en la potenciacion se desarrolla igualmente en presencia de las toxinas que
bloguean los VDCC (Fig. 4.29), por lo que se puede descartar la activacion suplementaria
de la via de potenciacion dependiente de estas quinasas. Ademas, la interaccion
dependiente de los receptores mGlu7 y B-AR, no so6lo se manifiesta en la liberacién de
glutamato, sino también en la activacién de PLC y en la translocacion de Muncl3 (Fig.
4.30).
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Tal como se ha discutido previamente, la potenciacion dependiente de receptores
mGIu7 es insensible a PTx (Martin et al., 2010), por lo que podria involucrar isoformas de
PLC activadas directamente por proteinas Gq, como las familias § y n (Wang et al., 1999;
2000; Rhee et al., 2001; Suh et al., 2001). Por otra parte, la potenciacién por Epac también
depende de PLC, probablemente de la activacion de la PLC ¢ por medio de Rap2B
(Smrcka et al., 2011; Schmidt et al., 2002). Por lo tanto, podemos suponer que las vias de
potenciacion de los receptores mGlu7 y B-AR podrian depender de distintas isoformas de
PLC. Esto explicaria porque no se observa el sinergismo en la actividad de PLC (Fig.
4.30), sugiriendo que la interaccion entre las vias de potenciacion ocurre en una etapa
posterior en la cascada de sefalizacion. Sin embargo, la supra-aditividad de las
respectivas respuestas tampoco se observa en la translocacion de la proteina Muncl3
(Fig. 4.30). En este caso, es muy probable que la técnica presente limitaciones en cuanto a
su sensibilidad para reflejar este tipo de fendbmenos. Por lo tanto, seria muy interesante
intentar abordar el estudio de la integracion de la sefializacion de estas dos vias de
potenciacidn sobre la proteina Muncl3 empleando otras metodologias en el futuro.

Otros autores han mostrado que la activacion prolongada de los receptores mGlu7
induce el desarrollo de fenémenos de LTP dependientes de cAMP (Pelkey et al., 2008). En
este estudio, la activacidén prolongada de los receptores mGlu7 reduce su interaccion con
la proteina RIM y los ratones carentes de RIM1a presentan deficiencias en estos procesos
de LTP (Pelkey et al., 2008). La respuesta supra-aditiva por activaciéon conjunta de las
vias de potenciacion dependientes de los receptores mGlu7 y B-AR podria estar
relacionada con estos fendmenos. Asi, los procesos de plasticidad propuestos (Pelkey et
al., 2008) podrian ser un reflejo de estos mecanismos, sugiriendo que la activacion
conjunta de estas vias de potenciacion podrian dar lugar a procesos de LTP. Ademas,
teniendo en cuenta las numerosas interacciones de RIM con otras proteinas de la zona
activa (Mittelstaedt et al., 2010), incluido con los VDCC (Kaeser et al., 2011), es dificil
suponer gque esta proteina altere su localizacidn en estos procesos de plasticidad. Por lo
tanto, la disminucion en la interaccion de esta proteina con los receptores mGlu7 (Pelkey
et al.,, 2008), probablemente esté relacionada con cambios de la localizacion de los
receptores, apoyando la idea de que los mecanismos de potenciacién dependientes de
mGIu7 pueden estar relacionados con el trafico o internalizacion del receptor.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la capacidad de los receptores
mGIlu7 de controlar la potenciacion dependiente de B-AR/Epac de manera bidireccional,
pudiendo tanto inhibir estas respuestas potenciadoras, como confluir con las mismas,
desarrollando potenciaciones de magnitud supra-aditiva. Por lo tanto, los receptores
mGIlu7 probablemente desempefien un papel dual y de gran relevancia en la modulacion
de los mecanismos de plasticidad presinapticos dependientes de la maquinaria exocitotica

que participa en el proceso de preparacion de las SVs para su liberacion.
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VI. CONCLUSIONES



Las principales conclusiones de esta Tesis Doctoral fueron:

1. EIl tiempo prolongado de activacion de los receptores mGlu7, necesario para la

potenciacidn de la liberacion de glutamato, esta asociado acumulacion de DAG.

2. La activacion prolongada de los receptores mGlu7 posiblemente implica a la
proteina Munc13-1, ya que aumenta la interaccion entre las proteinas Muncl13-

1/RIM1 y el nimero de vesiculas sinapticas cercanas a la zona activa.

3. La potenciacién de la liberacion de glutamato por receptores mGlu7, en corteza
cerebral, se desarrolla Unicamente en terminales que expresan VDCC de tipo N.
Por otra parte, en hipocampo, se observa tanto en terminales sinapticos con VDCC

de tipo N, como en terminales con canales de tipo P/Q.

4. La activacién prolongada de los receptores mGlu de tipo lll, en cultivos autapticos
de neuronas de hipocampo, da lugar a la reversion de la inhibicién de la liberacién
inducida y al incremento de frecuencia de la liberacion espontanea, asociada al

aumento del RRP.

5. Los receptores B-adrenérgicos potencian la liberacion de glutamato activando la
proteina Epac. Este mecanismo implica la activacién de la fosfolipasa C, la
translocacion de Muncl13-1, el incremento en las interacciones entre Rab3a/RIM1 y

Munc13-1/RIM1, y del nUmero de vesiculas sinapticas cercanas a la zona activa.

6. La activacion de los receptores (-adrenérgicos y de la proteina Epac, en cultivos
primarios de neuronas corticales, induce un aumento de la liberacion espontanea,
la liberacion inducida por despolarizacién y de las vesiculas sinapticas preparadas

para su liberacion o RRP, regulando ademas la cinética de endocitosis.

7. El incremento de la liberacidén por la activacion de los receptores B-adrenérgicos y
de la proteina Epac, en cultivos primarios de neuronas corticales, es dependiente

de la proteina RIM1a y de la unién a DAG de la proteina Munc13-1.

8. Los receptores mGlu7 controlan el desarrollo de la potenciacion dependiente de los
receptores B-adrenérgicos y de la proteina Epac de manera bidireccional,

inhibiéndola o dando lugar a una potenciacion supra-aditiva.
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