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Resumen

Bajo el titulo ‘COMUNICACION ASTROCITO-INTERNEURONA Y EL PROCESAMIENTO DE LA INFORMA-
CION EN LAS REDES NEURONALES’ se recoge el trabajo realizado durante la ejecuciéon de esta tesis
doctoral, en la que se ha estudiado el control GABAérgico y el papel de los astrocitos en la
regulacion del tono inhibitorio y los procesos cognitivos. El procesamiento de la informacion
en el cerebro refleja la relacion entre eventos sinapticos excitatorios e inhibitorios que dan
lugar a respuestas fisiologicas relevantes. El papel crucial de la inhibicion GABAérgica en la
modulacion la actividad espontanea e inducida en los circuitos neuronales, la posiciona en
el centro de estudio para un mejor entendimiento de los procesos cognitivos que subyacen
el comportamiento animal. En el Sistema Nervioso destaca la presencia de las células de
glia, con funciones diversas y, al mismo tiempo, esenciales en su fisiologia. Los astrocitos, las
células gliales més numerosas, establecen una comunicacion dindmica con los elementos neu-
ronales, conocida como Sinapsis Tripartita. Sin embargo, el conocimiento de las propiedades
que rigen esta senalizacion proviene fundamentalmente del estudio de sinapsis excitadoras
sobre neuronas piramidales, relegando a un segundo plano el anélisis de la interaccién entre
interneuronas GABAérgicas y astrocitos, asi como las implicaciones funcionales de esta in-

teraccion.

El estudio de la senalizacion astrocito-neurona requiere del uso de nuevos métodos y he-
rramientas experimentales y de analisis, que permitan la monitorizacién y manipulaciéon de
los astrocitos sin alterar de forma directa la respuesta neuronal, con el fin de determinar el

papel que juegan estas células en los circuitos cerebrales.

Por tanto, el objetivo de esta tesis doctoral ha sido en primer lugar, desarrollar y caracte-
rizar herramientas 6pticas que faciliten el estudio de la comunicacién astrocito-neurona desde
un punto de vista fisiologico, basdndose en el uso de melanopsin, una proteina-G fotosensible,
que permite controlar la actividad astrocitaria. Y en segundo lugar, estudiar las propiedades
que subyacen la senalizacion entre astrocitos y neuronas GABAérgicas, y su participacion

en los eventos sinapticos y los circuitos corticales gobernados por estas células inhibitorias.

Para el abordaje de tales objetivos se emplearon: registros de patch-clamp en la configu-

racion célula entera in vitro en secciones de hipocampo y corteza prefrontal medial (CPFm),



registros extracelulares in vivo en la CPFm, imagen de Ca?", empleo de opsinas para con-
trol optogénetico de la actividad celular, identificacion histolégica de poblaciones celulares y
marcadores de membrana, estudios de comportamiento de los sujetos de experimentacion y

analisis computacional.

Los resultados obtenidos muestran por primera vez el uso de melanopsin, un fotopigmento
sensible a luz visible y acoplado a proteinas G, para la manipulacion de las senales intracelu-
lares de Ca?" en astrocitos, tanto a nivel del soma celular como de los procesos ramificados
de los astrocitos. El anéalisis de las respuestas inducidas por luz demuestra que melanop-
sin recapitula la senalizacion intracelular inducida por receptores metabotropicos acoplados
a proteinas Gq sensibles a neurotransmisores, indicando que se trata de una herramienta
optogenética idonea para inducir respuestas astrocitarias similares a las producidas por la
actividad neuronal. Asimismo, modificar el patron de estimulaciéon por luz de melanopsin
permite generar respuestas no lineales, tanto en las senales de Ca?" astrocitarias como en las
respuestas sinapticas derivadas de su activacion; con lo que se consigue controlar de forma
exégena el grado de activacion de los astrocitos y evaluar su impacto tanto en los circui-
tos donde estan localizados como en el comportamiento animal. Por tanto, estos resultados
muestran la viabilidad de melanopsin como herramienta de control de la actividad astroci-
taria in vitro e in vivo y ponen en relieve el papel central que juegan los astrocitos en los

procesos cognitivos.

Adicionalmente, los resultados derivados de esta tesis doctoral revelan las propiedades de
la senalizacion entre neuronas GABAérgicas, en concreto de las interneuronas parvoalbtimina
positivas (PV+), y astrocitos indicando la contribucion decisiva de esta comunicacion en la
respuesta final de las neuronas principales, y durante los procesos de memoria y la toma de
decisiones. Asi, hemos encontrado que los astrocitos responden a diferentes patrones de acti-
vidad de las interneuronas PV+ aumentando el tono inhibitorio en las capas 2/3 de la corteza
prefrontal medial (CPFm), que resulta en una alteracion del balance excitacion/inhibicion en
los circuitos corticales. El estudio farmacolégico demostré que la potenciacion de la inhibi-
cion esta mediada por receptores de GABAg (GABARRS) en los astrocitos, y es dependiente
de la sefialacion por Ca?" en los astrocitos. Asimismo, la potenciacién de la inhibicién re-
quiere de la activacion de receptores metabotropicos de glutamato de tipo I (mGIluRI) en los
terminales presinapticos inhibitorios que aumentan la eficacia en la liberacion de GABA. El

uso de melanopsin para activar de forma especifica astrocitos imitando la actividad de las



interneuronas PV+ induce un aumento del tono inhibitorio sobre las neuronas principales de
CPFm, al mismo tiempo que ratones que expresan melanopsin en astrocitos y son estimula-
dos con luz presentan una mejora en la ejecucion de tareas cognitivas y la toma de decisiones
que requieren la participacion directa de la CPFm, recuperando incluso los déficits cognitivos

encontrados en modelos que presentan ausencia de GABABRSs especifica en astrocitos.

En conclusion, estos resultados indican que los astrocitos participan en la regulacion del
tono inhibitorio de los circuitos de la corteza prefrontal de raton, crucial para la correcta
ejecucion de tareas relacionadas con la toma de decisiones. Los resultados de este estudio
evidencian el impacto de la unidad de senalizacion astrocito-PV+ en las funciones cerebrales,
contribuyendo asi a nuestro conocimiento del papel que tienen los astrocitos en el balance

excitacion /inhibicion (E/T) cortical y su relacion con los procesos cognitivos.






Summary

Under the title INTERNEURON-ASTROCYTE BIDIRECTIONAL COMMUNICATION AND INFORMATION
PROCESING IN NEURONAL NETWORKS’ we have collected the work done during the execution of
this doctoral thesis, which has studied the GABAergic control and role of astrocytes in the
regulation of inhibitory tone and related cognitive processes. Information processing in the
brain reflects the relationship between excitatory and inhibitory synaptic events that give
rise to relevant physiological responses. The crucial role of GABAergic inhibition in shaping
spontaneous and evoked activity in neural circuits, has positioned it in the center of research
to reach the understanding of cognitive processes underlying animal behavior. Within the
Nervous System, it is important to highlight the presence of glial cells, with diverse functions
that are essential in the physiology of the brain, Astrocytes, one of the most numerous types
of glial cells, establish a dynamic crosstalk with neurons, term as the Tripartite Synapse.
However, the knowledge of the properties that govern this signaling is mainly based on the
study of excitatory synapses onto pyramidal neurons, relegating the analysis of the interac-

tion between Gabaergic interneurons and astrocytes, as their functional implications.

The study of astrocyte-neuronal signaling requires the use of new methods together with
novel experimental tools and analyses that allow to monitore and to manipulate astrocytes,
without indirectly altering neuronal responses, with the porpouse of determine the role of

these astrocytic cells in brain circuits.

Therefore, the aim of this doctoral thesis has been first, to develop and characterize opti-
cal tools that enable the study of this communication, astrocyte-neuron, from a physiological
point of view, based on the use of melanopsin a protein-G photosensitive that allows the spe-
cific control of astrocytic activity. Second, to study the properties underlying the signaling
between astrocytes-GABAergic neurons and their role in the synaptic events and cortical

circuites that are shaped and ruled by these inhibitory cells.

To achieve these goals, we used multidisciplinary methods, including: patch-clamp slices
recordings in the whole cell configuration in sections of hippocampus and medial prefrontal
cortex (CPFm), in vivo extracellular recordings in CPFm, Ca®" imaging, optogenetics to

control cellular populations by light, histological profiling of cells by specific markers, beha-



vioral tasks and computational analysis.

These results are the first evidence of the use of melanopsin, a G-protein photopigment,
for manipulating intracellular Ca?" signals in astrocytes, which manages to recruit Ca?" in-
creases both at the level of cell soma as in the branched processes of astrocytes. The analysis
of these light-induced responses demonstrates that melanopsin recapitulates the intracellular
signaling induced by metabotropic G protein coupled receptors that are sensitive to neuro-
transmitters, indicating it is a valuable tool for astrocytes. Likewise, melanopsin allows to
modify the patterns of stimulation by light and generate nonlinear responses in both Ca?"
signals and synaptic responses derived from their activation. Thus,by using melanopsin it is
possible to precisely tune their modulation by exogenously manipulation the level of activa-
tion of astrocytes and evaluate their impact on the circuits where they are located. Finally,
these results demonstrate the viability of melanopsin as a tool to control the astrocitic ac-

tivity ¢n vitro and in vivo and highlight the essential role of astrocytes in cognitive processes.

Furthermore, our results show signaling properties between interneurons, namely parval-
bumin positive interneurons (PV+) and astrocytes, indicating the decisive contribution of
this communication in the final synaptic output of principal neurons and during memory re-
trieval and decision making. Furthermore, we have found that astrocytes respond to different
patterns of PV + activity increasing the inhibitory tone of layer 2/3 of the medial prefrontal
cortex (mPFC), resulting in a modulation of excitation/inhibition balance in cortical cir-
cuits. Pharmacological studies demonstrated that potentiation of inhibition is mediated by
GABAg receptor (GABAgRs) in astrocytes, and is dependent on Ca®" signaling by astrocy-
tes. Additionally, the potentiation of inhibition requires activation of metabotropic glutamate
receptors type I (mGluRl) in inhibitory presynaptic terminals that increase the efficacy of
GABA release. By using melanopsin to activate astrocytes simulating the inputs by PV -+
interneurons we were able to recapitulate the increased in inhibitory tone on principal neu-
rons of mPFC, while mice expressing melanopsin that were stimulated with light improve
the performance of tasks that rely on mPFC and decision-making, or are even able to recover

deficits associated models showing the absence of GABAgRs in astrocytes.

To conclude, the results shown indicate that astrocytes are involved in the increased
tone inhibitory circuits of the prefrontal cortex of mouse, crucial for the proper execution

of decisions related tasks. The results of this study highlight the impact of astrocyte-PV



units signaling in brain functions, thereby contributing to our understanding of the role of
astrocytes in the cortical excitation / inhibition (E / I) balance and its relationship for

cognitive processes.






Capitulo 1

INTRODUCCION






1 Introduccion

El cerebro ha cautivado la atenciéon de la ciencia durante siglos de estudio por ser el
organo al que se le atribuyen las claves de los procesamientos sensoriales, comportamientos
innatos, la memoria y las capacidades cognitivas (Carus-Cadavieco et al.; 2017; Moser et al.,
2014; Simonov; Robbins, 2011; Beltramo and Scanziani, 2019; Gazzaniga et al.). El Sistema
Nervioso (SN) se encarga de producir respuestas comportamentales que son la consecuencia
del procesamiento de la informacién proveniente del medio externo y del estado interno del
sujeto. El cerebro de los mamiferos ha evolucionado dando lugar a una especializacion tnica,
la Neocorteza (IKaas, 2011; Krubitzer, 1995). Esta estructura destaca por presentar una or-
ganizacion y circuitos con una arquitectura muy compleja, siendo clave el papel de cada una
de las células que componen estas regiones cerebrales y sus funciones en la percepcion de
estimulos y la ejecucion de respuestas activas (Alivisatos et al., 2012). Si bien se ha avanzado
en la comprension de como las conexiones intracorticales procesan las representaciones senso-
riales, las ejecuciones comportamentales y cudl es el papel de los diferentes tipos neuronales
en este procesamiento de la informacion (Ko et al., 2011; Hubel and Wiesel, 1962; Haider et
al., 2010; Cossell et al.; 2015), atn queda por dilucidar el impacto de los astrocitos, un tipo
de célula glial, en la modulaciéon de la actividad de los circuitos corticales y sus consecuencias

para el comportamiento animal.

Asi surge la necesidad de abordar empiricamente las siguientes preguntas: ;la activacion
de los diferentes circuitos en el cerebro durante la realizaciéon de tareas involucra la actividad
de los astrocitos? Si es asi jde qué forma participan los astrocitos en este procesamiento de

la informacion?; por medio de qué mecanismos?

Responder a estas preguntas supone un desafio a nivel tecnoldgico, y no ha sido hasta
comienzos de los anos 90 con el desarrollo de las técnicas de imagen de calcio (Ca?") (Nagai
et al., 2001; Stosiek et al.; 2003; Miyawaki et al., 1997), y posteriormente con la expansion

de las técnicas de biologia molecular y edicion genética (Geschwind and Konopka, 2009;
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Sandberg et al., 2000) cuando comienzan a aparecer evidencias de la variabilidad de fun-
ciones que los astrocitos cumplen en el SN (Kastanenka et al.; 2019; Dallérac et al.; 2018;
Mederos et al., 2018). En el panorama cientifico actual, son diversas las razones que sub-
yacen la sobrerrepresentacion de las neuronas frente a los astrocitos en cuanto a su papel
en el procesamiento de informacion, destacando como principales factores la combinacion de
causas historicas (Bullock et al.; 2005), junto con una de sus mas destacadas caracteristicas:
la generacion del potencial de accion (Armstrong and Hille, 1998). La excitabilidad eléctrica
neuronal permite la transmision de la informaciéon, dando lugar a un eficiente procesamiento
y almacenamiento de la misma (IKatz, 1969; Siidhof, 2013; Johnson, 2000). Sin embargo, las
neuronas no suponen mas de la mitad del total de las células del cerebro de los mamiferos
(Herculano-Houzel, 2014; Azevedo et al., 2009). Lo que hace imprescindible incluir en esta
presentacion de los circuitos cerebrales a las células de la glia ! (Jikel and Dimou, 2017;
Allen and Lyons, 2018).

La Neuroglia fue descrita por primera vez en 1846 por el patdlogo Virchow (Virchow,
1858), quien la defini6 como un ‘aglutinante’ o ‘pegamento’ nervioso y propuso el nombre de
glia. Las teorfas de relleno y de soporte trofico ? estuvieron en vigor durante casi un siglo. Sin
embargo, en ‘Histologie du systeme nerveux de lhomme et des vertebre’, Ramén y Cajal ya
nombraba a las células de la glia, otorgdndoles mayor complejidad y relevancia en la funcién
cerebral (Ramon y Cajal, 1909). Las células de glia engloban varios tipos celulares que se
pueden diferenciar en dos grupos: microglia y macroglia. La microglia se origina durante el
desarrollo a partir de precursores mesenquimales y actiian como macréfagos con capacidad
fagocitica que se encargan principalmente de la reaccién inmunolégica dentro del Sistema
Nervioso Central (SNC) (Tay et al., 2017). La macroglia comprende un grupo heterogéneo
que incluye: astrocitos, ependimocitos, oligodendrocitos y células de Schwann (Jikel and
Dimou, 2017), (Allen and Lyons, 2018), a cargo de diversas funciones en el SN entre las
que cabe destacar el soporte metabodlico, la generacion de la vaina de mielina que rodea los
axones, la metabolizacién de residuos y la participacion en el crecimiento de neuritas, entre

otros; para una vision simplificada de estas caracteristicas ver Figura 1.1.

!Neuroglia, en el presente texto se utilizaran estas terminologias refiriéndose al grupo mencionado, que
forman una categoria heterogénea en la que se engloban tipos celulares muy diversos

2Se conoce con este nombre a las funciones que se habian establecido para la neuroglia: La funcién de
relleno de la glia, defendida por Weigert (1895), asi como su papel de soporte trofico para las neuronas,
postulado por Golgi (1871) (Hubbard and Binder)
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Figura 1.1 /| Redes Neuro-gliales:
unidades de senalizacion en el ce-
rebro. Las células gliales cumplen una fun-

cion estructural, metabélica y moduladora de
la actividad neuronal. Desde el punto de vista
""""""" metabolico los astrocitos nutren a la neurona,
sintetizan y recogen Nts y participan en la re-
paracién y modulacion de la actividad neuro-
nal y sinaptica. Los oligodendrocitos, generan
la vaina de mielina, contribuyen a la senaliza-
cién y crecimiento de neuronas y ayudan a la

nutriciéon y mantenimiento de las mismas. Por

@ Interneurona $# Microglia su parte, la microglia juega un importante pa-

ArC M\ Oligodendrocito

% Astrocito pel en la respuesta inmune del SNC.

No obstante, no fue hasta entrada la década de los 90 cuando se retoma el estudio de la
astroglia, comenzando, asi, a poner de manifiesto la importante funciéon de estas células en la
formacion de sinapsis, el reciclaje de neurotransmisores (Nts), el control del flujo sanguineo
cerebral y la homeostasis cerebral, entre otras (Walz and Wuttke, 1989; Hatten and Mason,
1990; Vernadakis, 1996; Ullian et al., 2001; Mederos et al., 2018); mostrando su relevancia en
funciones cerebrales complejas. Si bien, la generalidad de estos fundamentos depende de la
relevancia que toma el area de estudio (hipocampo, estriado, cerebelo, entre otras) (Chai et
al., 2017; Martin et al., 2015; Martin-Fernandez et al., 2017; Perea and Araque, 2007; Pau-
kert et al., 2014; Brancaccio et al., 2017), y de las diferencias entre las rutas de senalizacion
que utilizan los astrocitos. Un conocimiento mas detallado del papel de estas células en las
funciones cognitivas se torna fundamental para consolidar la existencia de una funcién activa
% de los astrocitos en el procesamiento de la informacion por parte de los circuitos cerebrales

y los mecanismos subyacentes.

3Se les ha atribuido tradicionalmente una funcién pasiva respecto a las neuronas. Sin embargo, en los
altimos afios se ha descrito que tienen un papel activo en el procesamiento de la informacion nerviosa (Araque
et al., 2014; Oliveira et al., 2015).
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En los tltimos anos, se ha demostrado la funcién relevante de los astrocitos en materias
tan importantes como (i) la modulaciéon de la transmision sinaptica (FEroglu and Barres,
2010; Perea et al., 2014; Bazargani and Attwell, 2016); (ii) la participacion en el sistema
glio-linfatico (Plog and Nedergaard, 2018) (iii); la maduracion de las sinapsis (Chung et al.,
2015); (iV) la regulacion metabolica e implicacion en los mecanismos de homeostasis rédox
(Bouzier-Sore and Pellerin, 2013; Attwell et al., 2010; Ferris et al., 2017).

El manuscrito de la presente tesis doctoral contiene un primer capitulo de Introduccion,
que pretende dar una vision general de conceptos fundamentales para entender el contexto del
tema de estudio objeto de este trabajo, focalizando la atenciéon en los astrocitos, la bisqueda
de herramientas optogenéticas para el control de la actividad celular y el comportamiento,

la senalizacion astrocito-interneurona, la plasticidad sindptica, memoria y cognicion.

El Capitulo de Resultados constituye una aportacion original al conocimiento de la sena-
lizacion astrocito-neurona, y en particular a la participacion de los astrocitos en la regulacion
de la transmision sinéptica y los procesos cognitivos y comportamentales que emergen de esta
regulacion. La primera parte (Seccion 4.1), detalla en profundidad las propiedades de mela-
nopsin como herramienta optogenética dirigida a manipular de forma selectiva y con precision
temporal la actividad de los astrocitos, asi como las consecuencias de esta activacion optoge-
nética para las redes neuronales locales y el comportamiento animal; mostrandose como una
herramienta util para el estudio de la senalizacion astrocito-neurona (Mederos et al., 2019).
La segunda parte (Seccion 4.2) aborda las propiedades de la comunicacién interneurona-
astrocito. Contribuciones previas del laboratorio de Redes-Neurogliales han mostrado que
los astrocitos de hipocampo decodifican las senales de las interneuronas, transformando las
seniales GABAérgicas, inhibitorias, en senales excitadoras (Perea et al., 2016). En esta te-
sis se han explorado las propiedades de la comunicacién entre astrocitos e interneuronas
parvoalbumina+ (PV+), el tipo de interneurona més abundante en los circuitos corticales,
empleando un abordaje multidisciplinar en la Corteza Prefrontal medial (CPFm) para di-
lucidar los mecanismos moleculares y celulares que subyacen a la memoria de trabajo y la

toma de decisiones.

La memoria finaliza con un breve capitulo de discusion general y conclusiones, que pone
de manifiesto el impacto que los resultados de este estudio tendran en el campo de la neuro-

ciencias en general, y de la senalizacion neurona-astrocito en particular, junto con una vision
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de los subsiguientes pasos para el abordaje de esta tematica.

1.1. Sinapsis Tripartita

Los astrocitos suponen un 40 % del total de las células del cerebro (Barres, 2008; Herculano-
Houzel, 2014). Sin embargo, la vision clasica que excluia a los astrocitos de una participacion
activa en la fisiologia del sistema nervioso (SN) se basaba en que carecen de la propiedad

fundamental que poseen las neuronas, la excitabilidad eléctrica (Rutecki, 1992).

Las neuronas generan grandes variaciones del potencial transmembrana en la proximidad
del cuerpo celular, que se conoce como potencial de accion (PA). El PA es el resultado de
la integracion de distintas senales locales recogidas de forma gradual y/o temporal. El PA
se propaga por el axén despolarizando el terminal pre-sinaptico provocando la liberacion de
Nts a la hendidura sinéptica, y la consiguiente activacion de receptores en la membrana de la
proxima neurona. De manera que se produce la comunicacion entre neuronas en la sinapsis

4 esto es la transmision sinaptica quimica °.

Los astrocitos, pese a presentar en su membrana una amplia bateria de canales i6nicos
(Sontheimer et al., 1994), son células no excitables eléctricamente. Dado el elevado ntimero
de canales de potasio (Kird.1 y canales de fuga (del inglés, leak channels) (Orkand et al.,
1966; Goldstein et al.; 2001) y el bajo nivel de expresion y/o concentracion relativa de los
canales voltaje-dependientes cruciales para la generacion de respuestas activas (ausencia
de canales de sodio en una zona similar al elemento inicial del axén de las neuronas), la
generacion de cambios significativos en su potencial de membrana es limitada (Amzica and
Neckelmann, 1999; Perea and Araque, 2005b). Los astrocitos presentan una arquitectura
celular ramificada (Kosaka and Hama, 1986; Nixdorf-Bergweiler et al., 1994; Bushong et
al., 2002), que reciben el nombre de procesos, siendo las terminaciones de éstos los que
estan en contacto con las sinapsis (Ventura and Harris, 1999). Su intima asociacion con las
sinapsis contribuy6 al desarrollo de un nuevo término en la fisiologia sinaptica: la Sinapsis
Tripartita (Araque et al., 1999) que sustituia la idea neurocéntrica de la transmision de

la informacion en el SN. Se demostré que los astrocitos si pueden ser considerados células

4En la version clasica del término (proveniente del griego -union-) se dice del espacio en el que se produce
la aproximacion (funcional) intercelular especializada entre neuronas.

5Existe una transmision sindptica eléctrica en la que no requiere liberacién de Nts, ya que la transferencia
de informacion se realiza mediante el paso de iones de una neurona a la siguiente a través de uniones de
membrana tipo gap
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excitables, basandose en variaciones de Ca?" intracelular y que podian activamente sefializar

a los elementos neuronales proximos (Cornell-Bell et al.; 1990; Charles et al., 1991).

1.1.1. Astrocitos y su relevancia en la funcién cerebral

Los astrocitos cumplen funciones destacadas en la dinamica cerebral contribuyendo de
forma decisiva en la homeostasis iénica y metabolica de las neuronas (Walz and Wuttke,
1989; Hatten and Mason, 1990; Vernadakis, 1996). Ademaés, resultados experimentales obte-
nidos durante las tltimas dos décadas han demostrado que los astrocitos estdn directamente
implicados en la regulaciéon sinaptica controlando la sinaptogénesis, la maduracion sinapti-
ca, el mantenimiento y la reorganizacion de las conexiones sinapticas (Chung et al.; 2015;
Hines, 2017), sensando la actividad de la sinapsis respondiendo a diferentes Nts y liberando
sustancias neuroactivas denominadas gliotransmisores (Gts). Entre estos Gts se incluyen:
glutamato, D-serina, ATP, Adenosina (Ado), GABA, TNF-alfa que contribuyen a la regula-
cion de la transmision sinaptica (Araque et al., 2001; Nedergaard et al.; 2003; Volterra and
Meldolesi, 2005; Haydon and Carmignoto, 2006; Mederos et al., 2019).

Figura 1.2 |/ Sinapsis Triparti-
-/\,- Post ta. Esquema simplificado del concepto

Astroci to “{ /\ que involucra a los astrocitos en la modu-

lacion de la transmision sinaptica. La senal

de Ca?" de astrocitos se desencadena por

/ g la activacion de receptores en respuesta a
_ \\ la liberacion de Nts por los terminales neu-
Terminal | Terminal b ronales, que estimula la liberacién de glio-

<«— postsinaptico o - presinaptico . )
_i— ‘ transmisores por parte de los astrocitos.

% mGluR Estos gliotransmisores actiian sobre tipos

especificos de receptores en las membra-

'AMPA nas neuronales, activando receptores para

cGlutamato o) tamato AMPA, NMDAR y mGluR y

7 Liberacién $Transportador adenosina (Al y A2A) localizados en la
gliotransmisores glutamato R .

neurona pre- o postsinaptica, modificando

astrocitario sus respuestas.

De este modo, el intercambio bidireccional de senales entre los astrocitos y los elementos
sinapticos neuronales, denominado Sinapsis Tripartita, da lugar a la modulacion de la acti-
vidad sinaptica con distintas escalas temporales, ya sea a corto como a largo plazo (Fields
and Stevens-Graham, 2002; Fields et al., 2014; Araque et al., 2014)(Figura 1.2). Desde su
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conceptualizacion, la Sinapsis Tripartita se ha consolidado como un elemento clave en la
fisiopatologia del SN (Perea et al.; 2014), demostrando que los astrocitos, a través de di-
versos mecanismos dependientes de variaciones de Ca?' intracelular, asi como cambios en
la actividad de sus canales y transportadores de membrana, participan activamente en la

senalizacion entre neuronas (Araque et al., 2014; Mederos et al., 2018).

1.1.2. La excitabilidad astrocitaria: la senalizacién por el ion calcio

Las variaciones en los niveles de Ca?" a nivel citoplasmético tienen importantes funciones
fisiologicas estando relacionados con vias de senalizacién que intervienen en el ciclo celular,
metabolismo y el trafico de vesiculas (Clapham, 2007; Kawamoto et al.; 2012). En relacion
con el trafico vesicular cabe destacar que las variaciones de Ca?" intracelular son esenciales
para la activacion del complejo SNARE (del inglés soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor), una familia de proteinas que median la fusién de membranas
en la célula, y en particular la exocitosis de las vesiculas sinapticas en los terminales nerviosos
(Martens and McMahon, 2008; Jahn et al., 2003). Los astrocitos son células excitables que
sensan la informacién del medio mediante variaciones en sus niveles de Ca?" intracelular,
entre otros mecanismos. De esta manera, en los astrocitos los aumentos de Ca?" estimulan
la liberacion de sustancias activas denominadas Gts al espacio extracelular donde ejerceran
su accion en las dianas de las células vecinas (Araque et al.; 2000; Zorec et al., 2012); tanto a
través de mecanismos dependientes (Aracque et al., 2000; Bezzi et al., 2004; Marin, 2012; Sch-
warz et al., 2017; Bowser and Khakh, 2007; Parpura and Zorec, 2010; Schwarz et al., 2017) e
independientes del trafico vesicular (Hamilton and Attwell, 2010; Evanko et al.; 2004; Duan
et al., 2003; Lee et al.; 2010; Woo et al., 2012); que han sido objeto de un gran namero de
excelentes revisiones en el campo (Verkhratsky et al., 2016; Bazargani and Attwell, 2016;
Allen and Eroglu, 2017; Parpura and Zorec, 2010).

El reticulo endoplasmatico (RE) es uno de los principales reservorios de Ca?" en astroci-
tos. El RE presenta en su membrana receptores para inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) de tipo 2
(IP3R2) y de rianodina (RyR), que tras ser activados por IP3 y por Ca?", respectivamente,
inducen la salida de este ion desde el RE al citoplasma (Hua et al., 2004; Parpura and Zorec,
2010; Zorec et al., 2012)(ver Figura 1.3).

Un gran namero de los receptores presentes en la membrana de los astrocitos para los

que se ha descrito una participaciéon en fenémenos de modulacién sinaptica son de naturale-
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za metabotropica (Nash et al., 2001; Bradley and Challiss, 2012; Zur Nieden and Deitmer,
2006), implicando que se activan cascadas de senalizacion intracelular ligadas a la produccion
de segundos mensajeros, entre los que se incluye la via de IP3 como una de las principales
vias de senalizacion en astrocitos (Figura 1.3) (Holtzclaw et al.; 2002; Fiacco and McCarthy,
2004; Takata et al., 2011; Navarrete et al., 2012). Sin embargo, las fuentes de Ca*" intrace-
lular en astrocitos son diversas e incluyen diferentes mecanismos, entre ellos cabe destacar
la activacion de canales TRPA1 (del inglés Transient Receptor Potential). Estos canales se
encuentran en la membrana citoplasmética y son responsables de la entrada de Ca®" desde el
espacio extracelular (Shigetomi et al., 2012, 2013). Ademaés, se ha demostrado en los micro-
dominios la existencia de actividad independiente de la activacion de IP3, que proviene del
Ca?" liberado por la mitocondria tras breves aperturas de su poro de transicion (Agarwal et
al., 2017). Mediante la localizacion de la mitocondria en los microdominios los astrocitos ase-
guran un correcto soporte metabolico local, asi como una sefializacion de Ca?" restringida.
Asimismo, la existencia del transportador Na'-Ca?" en la membrana celular puede actuar
como fuente de Ca®" intracelular (Halnes et al., 2013; Doengi et al., 2009). La descripcion de
cada una de estas vias y el estudio detallado de la sefializaciéon por Ca?" en astrocitos sigue
siendo un tema controvertido, y por tanto, objeto de diversos trabajos de revision (Araque
et al., 2014; Parpura et al., 2011; Rusakov, 2015; Fiacco and McCarthy, 2018; Savtchouk
and Volterra, 2018).

Independientemente de los mecanismos que los subyacen, el aumento de Ca?" en los as-
trocitos tiene lugar en los microdominios donde la senial de Ca?" puede ser inducida por los
Nts liberados por los terminales sinapticos (Grosche et al.; 1999; Perea and Araque, 2005b;
Di Castro et al., 2011; Panatier et al., 2011). El uso de microscopia multifotén con elevada
velocidad de escaneo junto con el desarrollo de herramientas genéticas especificas para la
visualizacion de las seniales de Ca?" en astrocitos, permiten la monitorizacion de los gradien-
tes de Ca?" con una mayor sensibilidad y han puesto de manifiesto la delicada dinamica de
este ion en el interior de un astrocito completo en tiempo real y en las 3 dimensiones (3D)
(Bindocci et al.; 2017; Savtchouk et al.; 2018); lo que supone un nuevo campo de estudio en

la senalizacién neurona astrocito.

Una vez generada en los microdominios, la senial de Ca?" puede expandirse bajo diferen-
tes condiciones a regiones adyacentes dentro del mismo proceso, a procesos diferentes, a la

célula entera o incluso a células vecinas, conocidas como ondas de Ca?" (Bazargani and Att-
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well, 2016; Volterra et al.; 2014), siendo este proceso fuertemente regulado por la actividad

sinaptica (Di Castro et al., 2011; Perea and Araque, 2005a).

/ Liberacion
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Las ondas de Ca?" son una forma de senalizacién astrocito-astrocito, descritas original-
mente en preparaciones en cultivo, donde esta comunicacion se produce a través de uniones
de tipo gap (Charles et al., 1992; Suadicani et al., 2004), formadas por hemicanales hexa-
méricos que ponen en contacto los citoplasmas de células contiguas (Orthmann-Murphy et
al., 2008; Bennett et al.,; 2003). Se ha propuesto que por medio de estas uniones de tipo gap
el propio Ca?" citosolico o, alternativamente, el IP3 pasarfan de una célula a otra generan-
do esta onda de Ca?". Una segunda hipodtesis plantea un mecanismo paracrino basado en
la secrecion dependiente de Ca?" de gliotransmisores liberados al medio extracelular, entre
los que destaca el ATP (Arcuino et al., 2002). Tanto la hipdtesis de las uniones tipo gap
(Rash et al., 2001; Pannasch et al., 2011; Wallraff et al., 2006; Houades et al., 2008), como
la liberacion activa de ATP (Figueiredo et al., 2014; Shen et al., 2017) han sido demostradas
en secciones de tejido cerebral, lo cual indica la alta probabilidad de que en la naturaleza,
de facto, se encuentren coexistiendo ambos mecanismos (Dallérac et al.; 2018; Dallérac and

Rouach, 2016; Scemes and Giaume, 2006).
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La llegada de indicadores genéticos de Ca®" (del inglés Genetically Encoded Calcium In-
dicators, GECIs °) ha revolucionado el estudio de las senales intraceluares de Ca®" tanto en
neuronas como en astrocitos (Tian et al., 2012; Pérez Koldenkova and Nagai, 2013), superan-
do las limitaciones de las sondas tradicionales de Ca*"" (Fluo-4, Fura-2, OGB1) (Atkin et
al., 2009; Shigetomi et al., 2013), y consolidandose como una herramienta crucial para estu-
diar la dindmica de Ca?" de los astrocitos in vitro e in vivo dada su expresién en procesos
finos (Atkin et al., 2009; Shigetomi et al., 2013; Srinivasan et al., 2015). Sin embargo, el paso
limitante para el estudio de las variaciones intracelulares de Ca*" en astrocitos es la ausencia
de un criterio funcional /morfolégico definido y consensuado por la comunidad cientifica que
permita determinar con precision la actividad de Ca?" dentro de los microdominios y su dis-
tribucion espacial y temporal en la célula. Dada la relevancia de este ion para la senalizacion
entre astrocitos y su comunicaciéon con los elementos sinapticos, es necesario el desarrollo de
nuevos algoritmos de anélisis que permitan esclarecer el lenguaje de los astrocitos mediante
la decodificacion de las sefiales de Ca®" (Bindocci et al., 2017; Agarwal et al., 2017; Poskanzer

and Molofsky, 2018; Srinivasan et al., 2015; Stobart et al., 2018).

1.1.3. Comunicacién bidireccional astrocito-neurona

La liberaciéon de moléculas capaces de activar los receptores neuronales por parte de los
astrocitos, Gts, modulando la transmision sindptica supuso la demostracion de su implica-

cién en los fenomenos de plasticidad sinaptica en el cerebro (Perea and Araque, 2007)8.

La gliotransmision ha sido demostrada en diferentes regiones cerebrales (Haydon and
Carmignoto, 2006; D’Ascenzo et al., 2007; Perea and Araque, 2007; Di Castro et al., 2011;
Jiménez-Gonzalez et al., 2011; Panatier et al., 2011; Takata et al., 2011; Min and Nevian,
2012; Navarrete et al., 2012; Perea et al., 2014; Martin et al., 2015; Martin-Fernandez et al.,
2017; Yang et al., 2015). Como paradigma de este fenémeno se puede nombrar el hipocampo,
donde se ha detallado que los astrocitos responden con elevaciones de Ca?" intracelular a
glutamato, GABA y acetilcolina (ACh) (Kang et al., 1998; Perea and Araque, 2005a); libe-

6Consistente en un domino de unién a Ca?* (un péptido que permite su cambio conformacional (péptido
M13)) y una o dos proteinas fluorescentes.

"A pesar de su aplicacién en rodajas de animales jévenes en los que la carga celular tiene lugar con
facilidad, las sondas tradicionales presentan limitaciones en animales adultos e in wvivo, y su especificidad
celular es limitada.

8La plasticidad sinaptica se define como la propiedad del SNC que permite modificar la eficiencia sinaptica
mediante un cambio de la actividad neuronal entre determinadas conexiones (Bliss, 1979), se detalla este
concepto de plasticidad en la Seccion 1.4.2.
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rando a su vez ATP, glutamato o D-serina, entre otros (Perca and Araque, 2007; Serrano
et al., 2006; Navarrete and Araque, 2008; Henneberger et al., 2010; Mederos et al., 2019)

(Figura 1.3), que impactan sobre las neuronas adyacentes.

Esta comunicacion astrocito-neurona no se encuentra necesariamente restringida a las
sinapsis activas y al astrocito que las rodea. Considerando las propiedades morfolégicas y
funcionales de los astrocitos, la extension espacial de la sefial de Ca?" dentro de la propia
célula (Grosche et al., 1999; Perea and Araque, 2005b; Di Castro et al., 2011; Panatier et al.,
2011), la comunicacion intercelular entre astrocitos (Giaume and McCarthy, 1996; Rouach
et al., 2008; Giaume et al., 2010; Gajardo-Gomez et al.; 2017), y su compleja morfologia
-muy ramificada- que permite que un solo astrocito pueda estar en contacto con unas cien
mil sinapsis (Ventura and Harris, 1999; Bushong et al., 2002; Halassa et al., 2007; Khakh
and Sofroniew, 2015), suponen que la activacion de estas células por la actividad de ciertas
sinapsis se traduzca, en ocasiones, en la modulacion de sinapsis distales y neuronas que no
participaron de ese primer estimulo (Navarrete and Araque, 2010). Este fenomeno se ha de-
nominado modulacién lateral de la transmision sindptica por astrocitos (Covelo and Araque,
2016), y se refiere a la capacidad de los astrocitos para integrar y transferir senales desde
una sinapsis a otra mas alejada incluso cuando no existe una comunicaciéon neuronal directa
entre ellas, lo que aumenta la capacidad de regulaciéon por parte de los astrocitos al estar
implicadas en una modulacion espacial de la senal nerviosa (Covelo and Araque, 2016). Este
fenémeno podria suponer importantes implicaciones funcionales, tanto a corto como a largo

plazo.

La actividad neuronal también puede reclutar a los astrocitos a través de la senalizacion
por eCBs (Navarrete and Araque, 2008; Martin et al.; 2015). Los eCBs desempefan un pa-
pel critico en la plasticidad a corto y largo plazo en las sinapsis excitatorias e inhibitorias,
principalmente a través de la senalizacion retrograda (IKano, 2014; Kano et al.; 2009). Asi,
se ha demostrado que los astrocitos participan en la senalizacion por eCBs (Navarrete and
Araque, 2008, 2010; Min and Nevian, 2012; Gémez-Gonzalo et al., 2015; Martin et al., 2015;
Martin-Fernandez et al., 2017; Andrade-Talavera et al., 2016; Robin et al., 2018), contribu-

yendo a lograr una actividad coordinada entre grupos neuronales.
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Figura 1.4 | Heterogeneidad de las redes Neuro-Gliales. A. Los astrocitos son capaces
de responder a diferentes NT, tipos celulares en diferentes areas del cerebro y bajo diversos patrones de
estimulacion. Modulan la actividad mediante la liberacion diferentes principios activos, contribuyendo a dar
forma a la actividad neuronal y los circuitos cerebrales. Sin embargo, se desconoce si los mismos o diferentes
subtipos de astrocitos median estos efectos diferenciales. El esquema ilustra la evidencia reciente de la
diversidad molecular y funcional de los astrocitos (adaptado de (Mederos et al., 2018)). En este contexto,
los astrocitos individuales pueden verse afectados por mas de una caracteristica fisiologica (representada
como circulos de colores que conectan con los astrocitos), o los subconjuntos de astrocitos pueden mostrar
preferencia por caracteristicas fisiologicas particulares, lo que sugiere la existencia de diferentes poblaciones
de astrocitos que exhiben propiedades especificas (codigo de color de los astrocitos). B. La expresion de
genes astrocitarios difiere entre distintas areas. Datos de RNA-seq muestran enriquecimiento de algunos
genes de forma especifica en corteza motora (MC), corteza somatosensorial (SC) y corteza visual (VC).
Panel adaptado de (Boisvert et al., 2018).

Otro factor importante liberado por los astrocitos es S100/3, una proteina de uniéon de
Ca?" involucrada en la actividad ritmica tanto en la parte dorsal del niicleo sensorial prin-
cipal del trigémino (Morquette et al.; 2015), como en la corteza prefrontal, donde mejora la
sincronizacion entre las oscilaciones theta-gamma y mejora la flexibilidad cognitiva (Brockett
et al.,, 2018). Es importante tener en cuenta que los astrocitos también pueden responder
a otros neuromoduladores, como la norepinefrina (Bekar et al.; 2008; Paukert et al.; 2014),
acetilcolina (Takata et al., 2011; Chen et al., 2012; Navarrete et al., 2012; Papouin et al.,
2017), dopamina (Jennings et al., 2017), y moléculas derivadas del sistema neuroendocrino
(Fuente-Martin et al.; 2013; Kim et al., 2014). Los astrocitos en el hipotdlamo responden
a las hormonas leptina, ghrelina e insulina, y regulan la actividad neuronal liberando ATP

(Kim et al., 2014; Garcia-Caceres et al., 2016), controlando asi el consumo de alimentos. Ade-
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més de liberar ATP en el hipotdlamo, los astrocitos presentes en el ntcleo supraquiasmaético
dorsal (SCN) controlan el ciclo circadiano mediante la liberacion de glutamato (Brancaccio
et al., 2017).

Los astrocitos representan un grupo celular altamente heterogéneo (Mederos et al.; 2018;
Khakh and Sofroniew, 2015), que muestra especializaciones muy precisas dependientes de
circuito, esto es, un amplio nimero de receptores, transportadores y proteinas concretas,
asi como las diversas funciones que exhiben en funcion del area donde se localizan (Zhang
and Barres, 2010; Zhang et al., 2016; Freeman and Rowitch, 2013; Khakh and Sofroniew,
2015; Mederos et al., 2018). Por lo tanto, descifrar los mecanismos moleculares que impulsan
la diversidad funcional de los astrocitos perisinapticos de acuerdo con el area del cerebro
donde se localizan, la etapa de desarrollo y el régimen de actividad (Figura 1.4), no solo
mejorara nuestra comprension del desarrollo cerebral y la plasticidad sinaptica, sino también
proporcionara nuevas herramientas para la identificacion y tratamiento de las disfunciones

sindpticas subyacentes a los trastornos neurologicos o psiquiatricos (Dallérac et al.; 2018).

1.2. Estimulacion selectiva de astrocitos

Como se ha mencionado, los astrocitos presentan en su membrana una amplia bateria
de receptores, entre ellos, los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) °. Hay cuatro
familias principales de GPCRs que se distinguen por su composicion, la capacidad de activar
las cascadas de senalizacion intracelulares y las consecuencias funcionales asociadas con su
activacion (Strader et al., 1995). Los astrocitos expresan cada una de las principales clases
de GPCRs (Porter and McCarthy, 1997) demostrando que estas células estan acopladas
dindmicamente a la actividad de su entorno celular y quimico. Por tanto, resulta clave la
utilizacion de estrategias experimentales que permitan diseccionar la actividad fisiologica de
los astrocitos y discriminar cudl es su grado de contribucion en las respuestas de los circuitos

neuronales de los cuales forman parte.

9Son los principales representantes de la transduccion de sefiales en astrocitos (Bradley and Challiss,
2012; Durkee et al., 2019).
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1.2.1. Aproximaciones experimentales para la activacién de astro-

citos

Se han empleado diversos métodos con el fin de modular la actividad astrocitaria en los
circuitos, desde la aplicacion local de agonistas selectivos (Martin et al., 2015) y jaulas de
Ca?t 10 (Perea and Araque, 2007; Parpura and Zorec, 2010; Sasaki et al., 2012), a nuevas
herramientas basadas en receptores quimiogenéticos y optogenéticos (Li et al., 2013; Bang
et al., 2016), que permiten obtener la suficiente precision celular y/o temporal, superando
las limitaciones de los métodos tradicionales. Entre las principales limitaciones de las téc-
nicas clasicas destacan que la aplicaciéon de agonistas sobre astrocitos puede derivar en una
respuesta inespecifica dada la expresion de los mismos receptores en otros tipos celulares,
y que la utilizacion de quelantes de Ca?" limita la actividad basal de las células, pudiendo

enmascarar la respuesta objeto de estudio.

Las herramientas quimiogenéticas denominadas DREADDs (del inglés Designer Receptor
FEzclusively Activated by Designer Drugs) (Wess et al.; 2013), se basan en la manipulacion
selectiva de receptores muscarinicos asociados a proteinas G que tnicamente pueden ser acti-
vados mediante un ligando exogeno (ver (Urban and Roth, 2015; Roth, 2016; Whissell et al.,
2016)), y han sido utilizados en estudios de interaccion glia-neurona. Se implementaron con
el desarrollo de ratones que los expresaban bajo el promotor especifico de astrocitos la protei-
na acida fibrilar glial (del inglés Glial fibrillary acidic protein, GFAP), GFAP-Gq-DREADD
para activar especificamente vias Gq-GPCR in vivo (Agulhon et al.; 2013). El desarrollo
de este modelo permitié estudiar las consecuencias comportamentales y fisiologicas de acti-
var especificamente la senalizacion Gq-GPCR en astrocitos. Una ventaja significativa de los
DREADD:s es que su ligando, la clozapina N-6xido (CNO), cruza la barrera hematoencefalica
(Bender et al., 1994), permitiendo por lo tanto la manipulaciéon no invasiva de la actividad
del receptor a través de inyecciones periféricas (por ejemplo, intraperitoneal o inyecciones
intravenosas). Los DREADDs maés utilizados son los excitatorios Gg- o los inhibitorios Gi-,
hM3Dq y hM4Di, respectivamente, derivados de los receptores muscarinicos humanos 3 y 4
(Roth, 2016). Esta aproximacion quimiogenética ofrece la oportunidad de una activacion o

inhibicién selectiva de las células de interés.

0La jaula de Ca?" retiene el Ca?t hasta que éste es liberado ante la estimulaciéon con luz ultravioleta.
El agente quelante de Ca?" utilizado es el o-nitrofenil EGTA (NP-EGTA). La molécula NP-EGTA presenta
una alta afinidad por Ca?" que disminuye dréasticamente (hasta 12.000 veces) después de la fotoestimulacion
con luz UV, permitiendo de este modo el incremento de Ca?™ en el interior celular.



CAPITULO 1. INTRODUCCION 17

La activacion por DREADDs se ha aplicado de manera satisfactoria a astrocitos (Adamsky
et al., 2018; Agulhon et al., 2013; Bonder and McCarthy, 2014; Bull et al., 2014; Chai et
al., 2017; Martin-Fernandez et al. 2()17). Asi, se ha descrito la implicacion de los astroci-
tos en la modulacion de la ingesta en el hipotalamo (Yang et al., 2015), en la modulacién
de los estados de recompensa y motivacion en el ntcleo acumbens (Bull et al., 2014), han
permitido evidenciar la rehabilitacion de ratones expuestos a cocaina (Scofield et al., 2016),
la participacion de los astrocitos en la modulacion del miedo condicionado al ser expresados
especificamente en astrocitos de la amigdala (Martin-Fernandez et al.; 2017), y han servido
para mostrar la capacidad de los astrocitos para potenciar la memoria (Adamsky et al., 2018;
Mederos et al., 2019). Resulta llamativo que ambas vias, Gg- y Gi, inducen en astrocitos
una activacion de las mismas vias de senalizacion de Ca?" y una liberacion de Gts (Dur-
kee et al.; 2019), revelando de este modo una mayor complejidad en las consecuencias de
la senalizacion excitadora e inhibidora sobre las redes astrocitarias, a diferencia de lo que
ocurre en neuronas donde los Gq tienen un efecto excitador y los Gi un efecto inhibidor
(Roth, 2016; Smith et al., 2016; Durkee et al., 2019; Stachniak et al., 2014; Armbruster et
al., 2007). Sin embargo, pese a que los DREAADs logran activar de forma especifica vias de
senalizacion de proteinas G en astrocitos, presentan limitaciones en cuanto a la duracion de
su accidn, ya que su activacion puede permanecer durante unas dos horas tras la aplicacion
del ligando (Guettier et al., 2009), no permitiendo el control temporal de su inactivacion. En
este contexto, el estudio de fenémenos transitorios relacionados con episodios concretos de la
actividad neuronal queda lejos del alcance de esta herramienta, siendo el principal atractivo
de otras aproximaciones genéticas para la manipulacion de la actividad celular, como es el
caso de la optogenética, con la que se consigue una precision temporal 3 6rdenes de magnitud
maés rapida que con los DREADDs (Keenan et al., 2017; Roth, 2016).

A finales de la década de 1970, Francis Crick ya apuntaba que el mayor reto al que se
enfrentaba la neurociencia de aquel entonces era el de conseguir un control preciso de la
actividad de un tnico tipo neuronal, mientras el resto se mantenian inalterados (Deisseroth,
2010), sugiriendo que la luz podria ser el interruptor de control ideal, pese a que nunca
llego a especificar como podria alcanzarse esta idea (esta historia se ha revisado en (Yizhar
et al., 2011b; Deisseroth and Hegemann, 2017)). La llegada de la optogenética ha resuelto
este desafio. La optogenética es una técnica desarrollada en la ultima década que combina

factores genéticos y propiedades 6pticas para conseguir una manipulaciéon precisa de la acti-



CAPITULO 1. INTRODUCCION 18

vidad de distintos tipos celulares, que puede derivar en el control por luz del comportamiento
animal (Yizhar et al., 2011b; Deisseroth, 2015). Esta tecnologia emplea proteinas sensibles
a luz, opsinas, que van a ser expresadas en la membrana de las células de interés. Una vez
estimuladas con longitudes de onda propias de estas opsinas se producen una serie de cam-
bios conformacionales y estructurales en la proteina (Ocsterhelt and Stoeckenius, 1971, 1973;
Matsuno-Yagi and Mukohata, 1977; Hegemann et al., 1985; Harz and Hegemann, 1991; Na-
gel et al., 2002; Deisseroth, 2015), que finalmente derivan en la apertura de canales i6nicos

o la activacion de cascadas de senalizacion intracelulares (Zhang et al.; 2011).

El desarrollo de esta técnica ha revolucionado el estudio de la Neurociencia, ayudando
a decodificar la actividad de poblaciones neuronales concretas, asi como su relacion con de-
terminados fenémenos de comportamiento asociados a la activacion o inhibicion de subtipos
celulares (Carter and de Lecea, 2011; Tye and Deisseroth, 2012). Actualmente, la mayoria
de las herramientas optogenéticas se basan en el uso de proteinas de rodopsina microbiana
(opsinas de tipo I), y suponen que una sola proteina es capaz de detectar luz y generar un
flujo de iones. Las opsinas de tipo I utilizan el isémero todo-trans del retinal, que como
resultado de la absorcion de fotones se isomeriza pasando a la configuracion de 13-cis. De
este modo la molécula de retinal se activa al estar asociada con la opsina y posteriormente
revierte térmicamente a la configuracion todo-trans. Debido a que esta reaccién reversible
se produce en tiempos del orden de milisegundos, permite el uso de rodopsinas microbianas
como herramientas de control de la actividad neuronal con alta precision temporal (Zhang
et al., 2011). De esta familia de moléculas tres miembros han encontrado uso en estudios

optogenéticos: las bacteriorrodopsinas, las halorodopsinas y las channelrodopsinas '!.

Channelrhodopsin (ChR) es un canal de membrana identificado en el alga verde Chlamy-
domonas reinhardtii (ChR1) (Nagel et al., 2002). En respuesta a la luz, ChR1 abre un canal
de cationes en la membrana, lo que implica que el flujo de iones depende de la cinética del
canal en lugar de la isomerizacion retiniana. Un segundo ChR, channelrhodopsin-2 (ChR2),
fue caracterizado posteriormente (Nagel et al.; 2003) y se us6 para controlar la excitabilidad
neural (i et al., 2005). Al igual que ChR1, ChR2 también conduce cationes (monovalentes
y divalentes), y ambos ChR tienen cinética de apertura y cierre rapido, aunque ChR2 se
expresa en niveles mas altos que ChR1 en sistemas de mamiferos (Zhang et al., 2011), lo que

le ha dado un papel reconocido dentro de las herramientas optogenéticas disponibles para

HTodas ellas han sido revisadas en (Deisseroth, 2015) puesto que en este capitulo de introduccién nos
centraremos en describir Gnicamente Channelrhodopsin (ChR).
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estudios en Neurociencia. El espectro de absorcion de ChR2 muestra un méximo a 470 nm
(Nagel et al., 2003; Ernst et al., 2014)(Figura 1.5).

Las técnicas de optogenética han sido utilizadas principalmente para manipular la activi-
dad neuronal debido a que las neuronas, y no la glia, basan su actividad en cambios rapidos
en su potencial de membrana. Sin embargo, ChR2 ha sido recientemente aplicada para la

manipulacion de la actividad de los astrocitos (Cho et al., 2016).

Figura 1.5 /| Control de la
actividad celular: optogené-
tica. Se muestra ChR2 para el con-

trol neuronal a modo de ejemplo. La

luz azul activa la opsina, como resul-

A O» en tado el canal se abre y se produce el
Entrada

ChR2
OFF ON cationes nere el PA.

paso de cationes haciendo que se ge-

1.2.2. Optogenética en astrocitos

La optogenética en astrocitos se emple6 por primera vez en 2009 (Gradinaru et al., 2009),
mostrando la eficiencia de ChR2 para modular los niveles de Ca?" astrocitario. Poco después
Gourine y colaboradores (Gourine et al.; 2010), mostraron como la estimulacion 6ptica de
astrocitos que expresaban ChR2 suponia una disminuciéon del pH que implicaba la liberacion
de ATP, capaz de activar quimioreceptores en neuronas que estaban implicadas en el control
de la respiraciéon. Asimismo, ChR2 estimula la liberacion de glutamato por parte de los astro-
citos de cerebelo, siendo este glutamato el responsable de la activacion de receptores AMPA
en las células de Purkinje, en las que induce una depresion a largo plazo de las sinapsis aferen-
tes a estas células (Sasaki et al., 2012). El uso de ChR2 también ha demostrado la capacidad
de los astrocitos para modular la integracion de estimulos visuales regulando la selectividad
de la respuesta de las neuronas de la corteza visual (Perea et al., 2014), incrementando tanto

la transmision sindptica excitadora como la inhibidora de las neuronas vecinas. Este efecto
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regulador es dependiente de la activacion de receptores metabotropicos de tipo 1 (mGluR1)
en los terminales sinapticos tras la manipulacion optogenética de los astrocitos (Perea et
al., 2014). Recientemente, mediante el uso de ChR2, se ha relacionado a los astrocitos del

hipotélamo y de la corteza cingulada anterior en el control del sueno (Yamashita et al., 2014).

Sin embargo, existe cierta controversia en cuanto a los mecanismos que subyacen a la
modulacion inducida por ChR2 en astrocitos, debido a su naturaleza de canal iénico permite
la entrada de H™ junto con Na™ y Ca?", lo que induce una acidificaciéon del pH dentro de los
astrocitos (Beppu et al., 2014). En esta linea, se ha utilizado archaerhodopsin (Arch), una
bomba de protones que genera aumentos de Ca?" y supone también la alcalinizacion de los
astrocitos, demostrandose como estas células a través de la accion de glutamato participan de

la modulacién de la actividad neuronal a nivel poblacional (Poskanzer and Yuste, 2011, 2016).

Estos resultados demuestran la utilidad y eficiencia de la optogenética basada en el uso
de ChR2 y Arch para el control de astrocitos, pero dejan abierto el debate de las limita-
ciones que supone su uso en astrocitos. Entre ellas, que el aumento de Ca?" intracelular no
reproduce las caracteristicas fisiologicas que subyacen esta respuesta (Mederos et al.; 2019;
Octeau et al., 2019), fundamentalmente basada en la activacion de las vias GPCRs. ChR2
conseguia aumentar los niveles de Ca?" mediante su entrada desde el medio extracelular que
activa reservorios intracelulares (Gourine et al.; 2010). De forma que la sefializacion inducida
por canales o bombas de iones sobre astrocitos es probable que no represente las repuestas

fisiologicas de los astrocitos inducidas por la actividad sindptica (Octeau et al., 2019).

Por tanto, es necesario el desarrollo de nuevas herramientas 6pticas basadas en la acti-
vacion de GPCRs, que permitan recapitular las respuestas endogenas de los astrocitos para

dilucidar de forma inequivoca sus funciones en los distintos circuitos cerebrales.

1.3. La inhibicién y la actividad cortical

Los circuitos excitadores son inherentemente inestables debido a que en ausencia de me-
canismos inhibitorios los circuitos no serian capaces de alcanzar un limite a la excitacion
recurrente (Csicsvari et al., 2003), reduciendo drasticamente la potencia computacional de
los mismos (Isaacson and Scanziani, 2011). La asociacion dindmica entre las células exci-

tadoras e inhibidoras asegura una homeostasis en sus patrones de disparo, lo cual permite
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cambios significativos de la excitabilidad a nivel local en momentos puntuales, permitiendo
as la codificacion y el envio de informacion por la red neuronal. En este contexto, una inhibi-
cion sincronica y/o coordinada asegura una ruta adecuada para la salida de la excitacion del
circuito. Esto es, la inhibicion, en base al grado de actividad de las neuronas inhibidoras en
un determinado momento, proporciona un amplio rango de respuestas por parte de la misma
red de neuronas excitadoras ante un mismo estimulo (Isaacson and Scanziani, 2011). De esta
forma, la dindmica cerebral excitadora esta equilibrada por la contribucién de poblaciones

especializadas inhibidoras (Isaacson and Scanziani, 2011).

La co-existencia de excitacion e inhibicién no esta limitada a la actividad generada por

estimulos sensoriales 2

, si no que la senalizaciéon entre neuronas excitadoras e inhibidoras
(Okun and Lampl, 2008) que se establece durante la actividad cerebral endégena deriva en
la apariciéon de oscilaciones (Atallah and Scanziani, 2009; Haider et al.; 20006). Esta sinergia
entre excitacion e inhibicion ha dado lugar a un incremento de la especializacion de los tipos
celulares correspondientes, los cuales sustentan una mayor demanda computacional requerida
en el avance evolutivo de los circuitos cerebrales. Las regiones de la corteza cerebral, ademas
de una modesta diversificacién de sus neuronas excitadoras, presentan un asombroso grado
de especializacion en la poblacion de neuronas inhibidoras, capaces de procesar, combinar
y responder a la actividad de las distintas células excitadoras (Halasy and Somogyi, 1993;

Freund and Buzsaki, 1998).

Las interneuronas establecen una conectividad altamente especifica con el resto del cir-
cuito (Tremblay et al., 2016), que les permite controlar la generacion de PAs y la frecuencia
de disparo de las células vecinas (células piramidales y otras interneuronas) y, por tanto,
moldear la actividad del circuito (Roux and Buzsaki, 2015). De este modo, el SN establece
distintos niveles de actividad donde las senales inhibidoras contribuyen de forma decisiva a

la apariciéon de oscilaciones neuronales sincronizadas (Dichter and Ayala, 1987).

1.3.1. Interneuronas: clasificacién y propiedades generales

La gran diversificacion - heterogeneidad celular - de las células GABAérgicas es incluso
més llamativa si se considera que representan una fracciéon minima de la poblacién neuronal

total (20-30 %) (Bezaire and Soltesz, 2013). Las interneuronas se diferencian de las neuronas

12De aqui en adelante en este texto se utilizara el término input, del inglés, para referirse a entradas de
informacion, asi como output para referirse a salida de informacion de la neurona o del sistema.
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excitadoras en miltiples aspectos, entre los que destacan su organizacion dendritica, la co-
nectividad axonal, los patrones de disparo y las propiedades biofisicas internas (Freund and
Buzsaki, 1998; Somogyi et al., 1998; McBain and Fisahn, 2001; Somogyi and Klausberger,
2005; Buzsaki and Draguhn, 2004; Markram et al., 2004; Soltesz and Staley, 2006). La com-
plejidad alcanzada por el cerebro de mamiferos ha sido posible al generarse un entramado
muy exquisito mediante la diversificacion de la inhibicién en tipos celulares que han visto
modificadas sus propiedades y funcionalidades para dar lugar a una mayor variedad de res-
puestas. La clasificacion de esta diversidad de interneuronas es un tema de actualidad y de

gran interés para la comunidad cientifica (DeFelipe et al., 2013; Jiang et al., 2013) 3.

En el hipocampo se ha dado con éxito la implementacion de una clasificaciéon de inter-
neuronas, de esta manera la diversidad molecular se puede mapear sobre la base de estos
criterios morfolégicos y funcionales, se han descrito hasta la fecha mas de 15 subtipos ce-
lulares (Somogyi and Klausberger, 2005). Sin embargo, debido a que la neocorteza muestra
un complejo entramado celular y diferencias citoarquitectonicas entre areas, la clasificacién
de los tipos de interneuronas presenta importantes limitaciones (Tremblay et al.; 2016). De
forma simplificada encontramos encontramos en hipocampo y neocorteza agrupados los di-
versos subtipos de interneuronas en tres grandes familias genéticamente definidas (Rudy et
al., 2011; Harris and Shepherd, 2015; Tremblay et al., 2016): células inmunoreactivas para
parvalbumina (PV), somatostatina (Sst), y para el receptor de serotonina 3a (5-HT3a, que
incluye las células que expresan el péptido intestinal vasoactivo, VIP) (Rudy et al., 2011),
cada una de las cuales presenta diferentes propiedades biofisicas, dianas post-sindpticas y
propiedades sinapticas (Figura 1.6). Ademas, la clasificaciéon puede abordarse en base a
los patrones electrofisiologicos de disparo, que es la consecuencia de las propiedades de la
membrana junto con la composicion de canales idnicos, y que van a definir las propiedades
biofisicas de los subtipos de interneuronas (Kawaguchi, 1997; Markram et al., 2004). Esta
clasificacion, pese al amplio repertorio de patrones encontrados (més de 6 diferentes (Ascoli
et al., 2008)) se suele mostrar de forma simplificada como: (i) fast-spiking presentan un in-

tervalo entre PAs <10ms ; (ii) non-fastspiking (Ascoli et al., 2008).

13Durante la realizacién de esta tesis se asistio al congreso ‘The Necessity of Cell Types for Brain Function’-
FENS, en el que se puso de manifiesto lo imprescindible de avanzar en pos de un consenso colectivo en cuanto a
esta clasificacion para poder comprender la estructura y funcion de los circuitos corticales, y al mismo tiempo
se destaco lo dificil que esta resultando debido a la ausencia de marcadores que puedan correctamente definir
estos subtipos y su inter-conectividad, ya que como apuntaba Ramén y Cajal ‘hemos aprendido muchisimo
sobre los niveles moleculares y celulares del cerebro, pero desconocemos todavia mucho sobre la estructura
y funcion de los circuitos cerebrales, que son las selvas impenetrables donde muchos investigadores se han
perdido’ (DeFelipe).
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Las neuronas PV+ representan el grupo més numeroso de las interneuronas GABAérgi-
cas de la corteza cerebral (40 %, (Rudy et al.; 2011)). Dentro de esta familia encontramos 3
grandes tipos celulares con propiedades particulares y se subclasifican en base a los dominios
celulares que inervan en las células excitadoras: (i) las células axo-axdnicas o células cande-
labro (AAX, (Szentagothai, 1975)) que establecen sinapsis exclusivamente con el segmento
inicial del axén de las células piramidales o principales (PCs) ; (ii) las células en cesto PV+
(basket cells (Kosaka et al., 1987)) sobre el soma celular y las dendritas proximales; (iii)
las células biestratificadas (BS, (Buhl et al., 1994)), que co-expresan Sst (Sst+). Las PV+
basket cells son las méas numerosas del grupo y se caracterizan por presentar un patréon de
disparo de tipo fast-spiking (Tremblay et al.; 2016), mientras que los otros tipos celulares
dentro de las PV+ no presentan un patréon de disparo asociado de forma estricta con su

inervacion (Tremblay et al.; 2016).
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Figura 1.6 | Diversidad de interneuronas y conectividad en capas corticales.
Esquema simplificado de la diversidad de interneuronas en la corteza y su localizaciéon simplificada por
capas. La mayoria de las interneuronas de la neocorteza expresan uno de los tres marcadores principales.
Otras subdivisiones dentro de cada grupo molecular se revelan mediante caracteristicas morfologicas, sesgos
de direccionamiento celular y subcelular, la expresiéon de otros marcadores, asi como algunas propiedades

electrofisiologicas y sindpticas conocidas. Figura adaptada de (Lunden et al., 2019; Rudy et al., 2011).

La conectividad y propiedades morfolégicas basicas de las neuronas de corteza han sido

esquematizadas en la Figura 1.6. Dada la diversidad funcional dentro del conjunto que en-
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globa a las PV+, no es de extranar que se hayan relacionado con una variedad amplia de
enfermedades neurologicas y psiquiatricas (Marin, 2012). Por tanto, un mayor conocimiento
acerca de su regulacion y el control que ejercen sobre los circuitos corticales resulta crucial

para la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a estas patologias.

1.3.2. Balance excitacion/ inhibicion

El reclutamiento de interneuronas a través de proyecciones excitadoras da lugar a me-
canismos de tipo feedforward y/o feedback® inhibidores, que regulan el grado de inhibicién
de forma que se vuelva proporcional a la excitacién de entrada local, balanceando asi el
circuito. Esta proporcionalidad se ha observado en diferentes areas corticales, donde cambios
en la intensidad o la fuerza de un input suponen modificaciones concomitantes de excitacion
e inhibicion en todo el circuito (Anderson et al., 2000; Poo and Isaacson, 2009; Wehr and
Zador, 2003; Wilent and Contreras, 2004; Zhang et al., 2003b).

Este balance!® se torna fundamental para mantener los niveles de excitabilidad del sis-
tema dentro de rangos fisiologicos; resaltando de este modo, la importancia de una relacion
adecuada entre excitacion e inhibicion, que se traduce en que variaciones en la magnitud
de una u otra, suponen efectos compensatorios que mantienen el sistema en un equilibrio

dindmico (Turrigiano, 2011).

El mantenimiento del balance entre excitaciéon e inhibicién es fundamental para sostener
la ganancia en el sistema ', lo que significa que cuando una de estas conductancias esta
subrogada a la otra, la situacion se invertira ddndole al sistema la capacidad de una respuesta
altamente selectiva y precisa. De esta forma algunas informaciones pueden prevalecer a nivel

de célula individual independientemente de los cambios en el circuito (Isaacson and Scanziani,

14Se mantienen estos términos en inglés que hacen referencia a: Feedforward, los mecanismos en los cuales
aferentes excitadoras de larga proyeccion convergen en células excitadoras e inhibidoras simultdneamente;
Feedback, la llegada de conexiones excitadoras a interneuronas locales que a su vez establecen conexiones
inhibitorias sobre las células glutamatérgicas. Ver Figura 1.7.

15E] concepto “Balance” es 1til en tanto que retine a nivel cualitativo algunas propiedades importantes de
la excitacién y la inhibicién, como el hecho de que alterando una de las dos conductancias sin que lo haga
de manera proporcional la otra se puede llevar la actividad cerebral a extremos no fisiologicos. Sin embargo,
es importante no entender el concepto de forma en exceso literal, puesto que no implica que excitacion e
inhibicién sean iguales, ni tampoco que la funcién principal de la inhibicién sea la de evitar estados epilépticos,
una visiéon quizas demasiado simplista.

6Definiendo ganancia como la propiedad que presenta una neurona de integrar las sefiales que recibe.
A modo de ejemplo, la pendiente de la relacion input-output cuando aumentan los disparos de PA de una
neurona en respuesta al aumento del input excitador.
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2011; Turrigiano, 2011). Esto implica que la monitorizacién de una sola neurona no tiene,
por definiciéon, un efecto en la representacion que un estimulo determinado vaya a tener en

la corteza (Figura 1.7).
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Figura 1.7 | Ezxcitacion/Inhibicion: un balance necesario para la correcta funcion
cerebral. Esquema de los circuitos de feedforward y feedback. Dcha, se muestran las conductancias sinip-
ticas de diferentes neuronas (N1-N5), con la proporcion de excitacion e inhibicion sinéptica que reciben. La
sefial global, registro electrofisiologico de campo (LFP), muestra oscilaciones espontaneas que revelan dife-
rentes patrones de activacion. Como se observa el patréon de oscilacién poblacional no tiene por qué coincidir

con la actividad neuronal unitaria. Adaptada de (Isaacson and Scanziani, 2011).

1.3.3. Oscilaciones de los circuitos neuronales

Las oscilaciones son cambios sincronizados y recurrentes de los movimientos iénicos a
través de las membranas, que conducen a fluctuaciones periddicas de la actividad eléctrica,
las cuales reflejan la sincronizacion entre grupos de neuronas, una caracteristica comin de
muchas redes neuronales (Contreras and Steriade, 1995; Buzsaki, 2009) (Figura 1.7); for-
mando asi parte del lenguaje que el cerebro ha adquirido para representar la informacion.
La codificacion de la informacion constituye, por tanto, un proceso dinamico en el que neu-
ronas individuales de distintas areas se comunican dentro de una red (Buzsaki and Draguhn,
2004). Las frecuencias y dinamicas temporales de las oscilaciones se han asociado con dis-
tintos estados conductuales (Contreras and Steriade, 1995; Pevzner et al.; 2016; Salinas and
Sejnowski, 2000). Pese a que los mecanismos precisos que generan las oscilaciones varian de
un circuito a otro dependiendo de las propiedad de cada uno de los componentes neuronales,
los ritmos cerebrales estan basados en dos mecanismos fundamentales que permiten su gene-
racion (Buzsaki and Wang, 2012). El primero se basa en la presencia de poblaciones celulares

excitadoras e inhibidoras, que permiten una competencia entre la inhibicion y la excitacion
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durante la que se producen fenémenos de feedback (Buzsiki and Wang, 2012). El segun-
do se sustenta en la existencia de un fenémeno conocido como resonancia '”, que describe
la capacidad de las neuronas para responder selectivamente a las entradas de una determi-

nada frecuencia (Buzséki and Wang, 2012; Hutcheon and Yarom, 2000; Pevzner et al., 2016).

Las oscilaciones que presenta el cerebro van desde los 0.05 Hz a los 500 Hz (Buzsaki and
Wang, 2012; Shein-Idelson et al.; 2016). Las mas estudiadas, fundamentalmente en humanos
y roedores, se clasifican en las siguientes bandas de frecuencia: delta (0.5-4 Hz), theta (5-10
Hz), gamma (30-120 Hz) '® y ripples (>140 Hz) (Buzsaki and Draguhn, 2004). Los patrones
de oscilacion estan bien conservados en mamiferos donde se han correlacionado con esta-
dos comportamentales (Destexhe and Sejnowski, 2003; Kahana et al., 2001; Laurent, 2002).
Dentro de estas oscilaciones las més ubicuas son las de tipo gamma. En concreto, se ha esta-
blecido que las oscilaciones gamma estan basadas en el disparo ritmico de las interneuronas,
con un destacado papel de las interneuronas PV+ (Cardin et al.; 2009; Buzsaki and Wang,
2012; Sohal et al., 2009; Sohal, 2016). Las células PV+ son potentes reguladoras de la activi-
dad local de la red (Hu et al., 2014), y su activacion sincronizada se ha demostrado suficiente
para la induccion de oscilaciones gamma (Buzsiki and Wang, 2012; Cardin et al., 2009; Sohal
et al., 2009). De manera que su actividad no es solo imprescindible a nivel del circuito local,
si no que esta directamente relacionada con la modulacion de la conducta (Isomura et al.,
2009; Kvitsiani et al., 2013). Asi, estudios recientes han mostrado que las interneuronas PV+
actian como unidades funcionales en la corteza prefrontal medial (CPFm) para orquestar el
flujo de informacion entre distintas areas del cerebro que, en tltimo término, determina la
flexibilidad cognitiva y el comportamiento animal (Courtin et al., 2014; Kepecs and Fishell,
2014; Sohal, 2016).

Los eventos ritmicos de gamma se pueden observar en diferentes éreas del cerebro bajo
un amplio rango de condiciones fisiologicas (Colgin et al.; 2009; Buzsaki and Wang, 2012;

Sohal, 2016), normalmente relacionadas con ‘estados de actividad’, siendo uno de los eventos

17Se refiere al conjunto de fenémenos relacionados con los movimientos periédicos en que se produce el
reforzamiento de una oscilacion al someter el sistema a oscilaciones de una frecuencia determinada. Quizas
a modo de ejemplo ilustrativo nos podemos referir el caso de una formaciéon de soldados que rompe el paso
cuando cruza un puente, asi se evita que la frecuencia de la marcha sea proxima a la frecuencia natural de
la estructura, y el puente se pueda romper.

18Cabe destacar que la banda de frecuencia que se corresponde con las oscilaciones gamma sigue siendo
un tema en discusion por parte de la comunidad cientifica, por lo que el limite superior puede encontrarse
definido hasta 140 Hz. Ademas, dentro de gamma se puede realizar subclasificaciones como bajo gamma (30
a 60 Hz) y alto (60 a 80 Hz)
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més prominentes del electro-encefalograma (EEG) durante los estados de vigilia (Brown et
al., 2012; Sohal, 2016). Las oscilaciones gamma se pueden observar a miltiples escalas en los
registros, desde fluctuaciones en el potencial de membrana en registros intracelulares y los
patrones de disparo de las neuronas (un patrén que se repite cada 10-30ms)'?, hasta fluctua-
ciones periodicas de la actividad extracelular que se detectan en el potencial de campo local
(LFP) ?° (Ver Figura 1.7). Desde una perspectiva funcional, la sincronizacion en bandas de
frecuencia gamma implica un mecanismo de comunicacién neuronal altamente eficaz, ya que
la actividad sincronizada de un grupo de neuronas supone que sus PAs sean coincidentes, lo
que permite que los potenciales sindpticos se integren en la neurona que los recibe de forma
que se incremente su impacto final (Gray and Singer, 1989; Fries et al., 2007; Jensen et al.,
2007; Buzsaki and Wang, 2012; Sohal, 2016; Lisman and Jensen, 2013).

Dado que las oscilaciones gamma implican fluctuaciones periddicas en los niveles de in-
hibiciéon, dan lugar a cambios en la excitabilidad celular y circuital que también lo son.
Estas fluctuaciones han sido objeto de debate y se postulan como el principio organizativo
méas importante en la dinamica del cerebro (Buzsaki and Moser, 2013; Buzsaki and Wang,
2012). Asi se han propuesto diversas perspectivas que sugieren la existencia de un codigo que
permitiria representar diferentes elementos y/o eventos relevantes comportamentales por me-

dio de la interaccion entre distintas oscilaciones (tetha y gamma) (Lisman and Jensen, 2013).

En este contexto, diferentes hipétesis han surgido en cuanto a la funcionalidad de las
oscilaciones gamma para la red, esto es json causa o consecuencia de la actividad global del
sistema? Una de ellas se basa en la comunicacion entre los circuitos cerebrales a través de la
coherencia (CTC, del inglés, Communication Through Coherence (Fries, 2015)), que propone
que las fases de gamma dominadas por una fuerte inhibicién amortiguan significativamente
las respuestas a los inputs recibidos durante esta fase, mientras que inputs recibidos fuera de
estos periodos se maximizan. Asi, la comunicaciéon y el flujo de informaciéon de un circuito
neuronal a otro se incrementaria cuando las oscilaciones gamma entre ellos se sincronicen
(Sohal, 2016; Bosman et al., 2012; Womelsdorf et al., 2007) (Figura 1.8).

9Estos disparos pueden ser facilmente estudiados empleando auto- y cross- correlogramas que dan infor-
macion acerca del tipo neuronal(Jensen et al., 2007; Sohal, 2016).

20Se refiere a como la actividad celular se refleja en el medio extracelular a modo de variaciones locales de
voltaje.
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Ademas, se ha propuesto que la potencia espectral ! de gamma podria estar modulada
por la fase de ritmos mas lentos, como theta (Buzsaki and Wang, 2012; Sohal, 2016; Tort et
al., 2009, 2008; Varela et al., 2001). De forma que pese a su caracter generalmente local, estas
sincronizaciones entre distintas areas cerebrales se han relacionado con el comportamiento
animal, y parecen necesarias para la codificacion de la informacion (Buzsaki and Wang, 2012;
Sohal, 2016). La participacion de las oscilaciones gamma en el procesamiento cognitivo se
ha afianzado con estudios que demuestran como la potencia de gamma aumenta en regiones
corticales especificas durante los test de memoria (Yamamoto et al., 2014), procesos de
atencion (IKim et al., 2016), y areas relacionadas con la flexibilidad cognitiva (Cho et al.,
2015). Sin embargo, es importante tener en cuenta que la hipotesis CTC no establece como

la informacion esté codificada si no tinicamente como se transmite entre las distintas regiones

\ '\/\ '\/\ '\/\ '\/ ol

I Sincronizacion de PAs

\ /\ | Input ritmico de A1
\ / ‘ I~a a genera inhibicion coherente en A2 Area 2

u'\./\ j\..,\ j\.’\ N\

Mayor coherencia entre areas aumenta el filtrado y la ganancia en la informacion relevante

Figura 1.8 /| Coherencia y sincronizacion en dreas corticales. Vision esquematica de los
mecanismos a través de los cuales las oscilaciones pueden modular el procesamiento de informacién cortical.
Arriba, las interneuronas inhibidoras (circulos) proporcionan inhibicién ritmica sincronizada a las neuronas
piramidales (tridngulos). Las neuronas piramidales locales pueden aumentar su frecuencia de disparo en fase

con las oscilaciones. Adaptada de (Sohal, 2016).

Otra de las hipotesis establece que las oscilaciones gamma podrian actuar como el mar-

capasos de los disparos de PAs, de forma que controlarian el tiempo exacto en el que éstos

21Densidad espectral (a partir de ahora la denominaremos como potencia) hace referencia a la distribucion
de la potencia de una senal para cada una de las distintas frecuencias de las que esta formada.
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transmiten la informacion (Fries et al., 2007). Otra posibilidad es que la aparicion de estas
oscilaciones sea solo una consecuencia de la actividad de la red, de forma que serian la lectura
de la actividad subyacente sin mayor relevancia bioldgica. Si fuese el caso, seguirian sirviendo

como indicadores del estado de los circuitos cerebrales (Ray et al., 2013; Sohal, 2016).

1.3.4. Astrocitos y el sistema GABAérgico

El 4cido y-aminobutirico (GABA) juega un papel fundamental en la funciéon cerebral,
siendo el N'T inhibidor mas abundante del SNC. E1 GABA es sintetizado a partir de gluta-
mato por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD, del inglés glutamic acid decarboxylase)
(Roberts and Frankel, 1950) y almacenado dentro de vesiculas en los terminales presinap-
ticos. Una vez liberado, el Nt GABA es recaptado por el terminal presinaptico o por los
astrocitos, donde se metabolizara a glutamato por medio de la enzima GABA-transaminasa
(Bessman et al., 1953; Hertz, 2013).

Se conocen tres tipos de receptores para GABA: GABA,, GABAg y GABA¢. Los re-
ceptores GABA, y GABA( son canales ionotropicos que se activan por ligando y presentan
preferencia por el ion Cl-, induciendo una hiperpolarizacién del potencial de membrana en
el terminal postsinaptico (Sivilotti and Nistri, 1991). Su activacion da lugar a respuestas
inhibitorias rapidas y, por tanto, son los responsables del componente réapido del IPSC (del
inglés, inhibitory postsynaptic current). Los receptores GABAg son receptores metabotro-
picos ligados a proteinas Gi/o (Ulrich and Bettler, 2007; Chalifoux and Carter, 2011), de

respuesta mas lenta y su expresion en neuronas media el componente lento del IPSC.

El recorrido bibliogréafico inicial acerca de la Sinapsis Tripartita 1.1 y la gliotransmisién
se ha focalizado en la comunicacién bidireccional astrocito-neurona basada en la senaliza-
cion glutamatérgica, esto es, excitadora. Sin embargo, el estudio de la senalizacion entre
interneuronas y astrocitos carece atin de estudios detallados que nos permitan conocer sus

propiedades.

Los astrocitos presentan dos mecanismos fundamentales para detectar la actividad in-
hibitoria, la expresion de receptores GABA y de transportadores para GABA (GATs). El
transportador GAT-3 es el més abundante en los procesos de los astrocitos que se encuentran
proximos a las sinapsis y los somas neuronales (Boddum et al.; 2016), aunque también se ha

descrito la presencia de GAT-1 (Pirttimaki et al., 2013). La recaptura de GABA influencia
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la actividad inhibitoria mediada por receptores GABA (Moldavan et al., 2017; Song et al.,
2013). Ademas, se ha descrito que GAT-3 induce la liberacién de ATP /adenosina por parte
de los astrocitos, disminuyendo la transmision excitadora cuando estas moléculas alcanzan
receptores presinapticos para adenosina (A1Rs) (Boddum et al., 2016), y aumentando la
transmision inhibitoria mediante la activacion de A1Rs postsinapticos (Matos et al.; 2018).
Los astrocitos expresan receptores GABA, (GABAARs) (Macvicar et al., 1989; Miiller et
al., 1994) y GABAg (GABAgRs) (Blomqvist and Broman, 1988; Lee et al., 2010; Martinez-
Rodriguez et al., 1993). La activacion de GABAARs supone corrientes despolarizantes en
astrocitos (Egawa and Fukuda, 2013; Meier et al.; 2008; Miiller et al., 1994), que estimulan
vias de Ca?" astrocitario a través de canales de Ca?" dependiente de voltaje (Letellier et al.,
2016; Meier et al., 2008; Tippens et al.; 2008). Una elevada actividad GABAérgica induce la
salida de CI" de los astrocitos, lo cual supone que regulando los niveles de Cl" extracelular

%2 para la transmision GABAérgica (Egawa and Fukuda, 2013),

modulan la driving force
manteniéndolos los niveles de CI” en un rango 6ptimo durante periodos de actividad elevada

de las interneuronas.

La activacion de receptores GABAg implica mecanismos de sefializacion por proteinas
Gi/o y activacion de vias de Ca®" intracelular en astrocitos (Mariotti et al., 2016a; Perea et
al., 20106). Esta activacion puede afectar a la actividad neuronal mediante la liberacion de Gts
(como glutamato, ATP o adenosina). En 1998, un estudio pionero mostraba el aumento de
la transmision sindptica inhibitoria en las células piramidales de CA1 mediante la liberacion
de glutamato por parte de los astrocitos que actuaba sobre las células excitadoras activando
sus receptores de tipo AMPA /NMDA (Kang et al.; 1998). Posteriormente, se describi6 que
el glutamato liberado por los astrocitos también podia activar receptores de kainato (Liu et
al., 2001), y receptores presinapticos mGluRs de tipo II/III en las terminales inhibitorios
(Liu et al., 2004), lo que inhibia la liberacion de Nt por parte de las interneuronas del hi-
pocampo. Ademés, la activacién de astrocitos hipocampales a través de GABAgR supone
la liberacion de ATP/Adenosina (Ado) (Zhang et al., 2003a; Pascual et al.; 2005), que se
traduce en una reducciéon del glutamato liberado en otras sinapsis debido a la activacion de
A1Rs en terminales presinapticas glutamatérgicas (Andersson et al., 2007; Chen et al.; 2013;
Serrano et al., 2006).

22Término del inglés que se refiere a la diferencia entre el potencial de membrana y el potencial de equilibrio
de un ion (es decir, la suma total del potencial eléctrico y el gradiente quimico). Cuando un ion no se encuentra
en su equilibrio tiene determinado potencial para moverse, esto es la driving force.
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Estos resultados convergen, por tanto, en la idea de que mediante la activaciéon GABAér-
gica los astrocitos pueden aumentar las acciones de la poblaciéon de células inhibitorias tanto
espacial como temporalmente. Ademas, los astrocitos parecen responder de forma diferencial
al tipo de interneurona que esta liberando GABA (Mariotti et al., 2018), si esta selectividad
se debe a la disposicion espacial de las sinapsis que conectan unos tipos de interneuronas a
otras células, o a otros mecanismos que permiten a los astrocitos discriminar el tipo celular
son atn preguntas abiertas (Mederos and Perea, 2019). La complejidad parece atin mayor
si se consideran estudios recientes mostrando que los astrocitos son capaces de transformar
la actividad inhibidora en excitadora, mediante el cambio de la senalizacion GABAérgica de
las interneuronas sobre algunas sinapsis excitadoras (Covelo and Araque, 2018; Perea et al.,
2016).

1.4. Memoria y cognicién

1.4.1. El hipocampo: estructura y funcién

La formacion del hipocampo agrupa un conjunto de areas cerebrales situadas en el 16bulo
temporal que comprenden el giro dentado (DG, del inglés, dentate gyrus), el hipocampo
propiamente dicho (que comprende las areas designadas de CA1-CA3, de Cornu Ammonis

por el dios Ammon), el complejo subicular y la corteza entorrinal (Figura 1.9).

Colaterales Schaffer

Figura 1.9 /| Esquema de la es-
tructura del hipocampo. PC: cé-
lula piramidal; EC: corteza entorrinal;
DG: giro dentado; SR: stratum radiatum;

SLM: stratum lacunosum-moleculare; S:
CA3 subiculum.

Del estudio de la formacion hipocampal se han extraido un gran nimero de fundamentos
de la neurociencia moderna, debido principalmente a que los circuitos hipocampales presen-
tan una estructura compacta y monolaminar de sus células principales, que suponen una

organizacion celular 6ptima para el anélisis de las conexiones neuronales. Ramoén y Cajal
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ya formulaba la nocion de estratificacion de los inputs sobre las dendritas apicales de las
células principales de CA1 (Ramon v Cajal, 1909). Posteriormente, la formacion hipocampal
se constituyd como el estandar de las preparaciones in vitro, en virtud de su estabilidad y
la preservacion de sus conexiones en las secciones de tejido (Schwartzkroin, 1975). De este
modo, es en el hipocampo donde Kandel y colaboradores (1961) detallan la identidad de las
sinapsis excitadoras e inhibitorias (I<andel et al., 1960; Kandel and Spencer, 1961), y donde
Bliss y Lomo describen la potenciacion a largo plazo (LTP, del inglés, long term potentia-
tion), que indica como tras la activacion repetida de las sinapsis excitadoras del hipocampo,

se producia una potenciacion que podia durar horas, e incluso dias (Bliss and Lomo, 1973).

1.4.2. Plasticidad sinaptica y memoria

La plasticidad es una de las caracteristicas més destacadas del cerebro, se trata de la
capacidad de generar cambios en su estructura y/o funciones dependientes de la experiencia
o de estimulos externos. A nivel celular, se habla de plasticidad sindptica como una carac-
teristica de las neuronas de cambiar la eficacia de sus sinapsis ya formadas y/o de formar
nuevas conexiones (Bliss, 1979; Neves et al., 2008). La plasticidad se ha clasificado en base
a su duracion en plasticidad a corto plazo (de milisegundos a minutos) y plasticidad a largo
plazo (de horas a dias), pero también en funciéon del aumento o disminucion de la eficacia
sindptica en potenciacion (STP, del inglés, Short-Term Potentiation o LTP, del inglés, Long-
Term Potentiation), y depresion (STD, del inglés, Short-Term Depression o LTD, del inglés,
Long-Term Depression) (Citri and Malenka, 2008). Las formas de plasticidad sinaptica a
largo plazo més estudiadas son LTP y LTD dependientes de la activacion de los receptores
glutamatérgicos de N-metil-D-aspartato (NMDARs). Ademas, existen otros tipos de LTP
independientes de los NMDARs (Granger and Nicoll, 2013; Thiagarajan et al., 2007; Johns-
ton et al., 1992), en las que estan implicados directamente los astrocitos (Perea and Araque,

2007), aumentando la gama de mecanismos que pueden ser responsables de esta plasticidad.

Es importante destacar que pese a que en ocasiones los métodos de aproximacion al estu-
dio del cerebro nos dejan una descripciéon de combinaciones independientes y estaticas de sus
elementos constituyentes (Craik, 1947), aunar el conjunto de estos estudios supone generar
combinaciones no lineales de la actividad celular, de forma que es conveniente aspirar a una
vision global de los mecanismos interconectados para que reflejen con mayor precisiéon cémo

el cerebro produce una correcta representacion de la informacion.
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La memoria es una funciéon cognitiva elemental que permite el mantenimiento de la in-
formacion durante diversos periodos de tiempo. La informacion almacenada en la memoria
de trabajo se puede mantener activamente durante cortos periodos de tiempo, o se puede
almacenar como memoria a largo plazo. De esta manera, la memoria importantes implica-
ciones en funciones cognitivas tales como el aprendizaje y la planificacion (Fellows, 2004;
D’Esposito and Postle, 2015).

La plasticidad sinaptica cobra gran relevancia puesto que numerosos estudios han re-
lacionado esta plasticidad con la memoria, siendo la memoria el resultado de los procesos
derivados de la plasticidad sinaptica (IKandel, 2001). La denominada hipdtesis de la plasti-
cidad y la memoria (SPM, del inglés synaptic plasticity and memory) (Martin et al.; 2000)
afirma que la plasticidad sinaptica dependiente de actividad se induce en aquellas sinapsis
apropiadas durante la formacion de la memoria, y es necesaria y suficiente para la codi-
ficacion y el almacenamiento de memorias en un area cerebral determinada (Hebb, 1950;
Takeuchi et al., 2014; Kandel, 2001). Esta hipotesis afirma que la memoria de la experiencia

23 cuya base son las modificaciones en

previa estd mediada por la reactivacion de engramas
la eficacia sinaptica (Tonegawa et al., 2015; Liu et al., 2012). La memoria es fundamental
para la correcta realizaciéon de tareas en el reino animal, por ejemplo, una correcta nave-
gacion espacial durante la realizacion de una tarea requiere del procesamiento constante de
las nuevas senales contextuales disponibles y el acceso a la informaciéon previamente alma-
cenada (Buzsaki and Moser, 2013). En este contexto, se han descrito grupos celulares en el
hipocampo que codifican informaciéon contextual especifica sobre el entorno, denominadas
Place Cells (Tsien et al., 1996; Hyman et al., 2012; Lasztoczi and Klausberger, 2016), que
crean una representacion neuronal tnica de cada entorno espacial mediante la generacion
de PAs. Por lo tanto, las neuronas del hipocampo se encuentran codificando y procesando

activamente informacion sobre el entorno, incluso cuando en éste se producen cambios de

forma rapida e inesperada (memoria de trabajo).

Recientemente, se ha sugerido que las oscilaciones gamma podrian actuar como elementos
que contribuyen a la codificaciéon, almacenamiento y recuperacion de la memoria de trabajo
(Roux et al., 2012; Senkowski and Gallinat, 2015; Yamamoto et al., 2014). Los patrones
oscilatorios que aparecen durante la memoria de trabajo son predictivos del rendimiento

de su posterior consolidacion (Dupret et al., 2010), y existe un aumento de la actividad

23Los engramas son conjuntos de patrones de activacién de neuronas que se establecen durante la formacién
de la memoria y que codifican contextos especificos.
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oscilatoria gamma durante la recuperacion de la memoria (Chen et al., 2018; Kim et al., 2016;
Liu et al., 2018; Roux et al., 2012; Palva et al.; 2011). Por lo tanto, las oscilaciones gamma
pueden participar en el establecimiento de los patrones necesarios para la recuperacion de
la memoria de trabajo (Carr et al., 2012). Aunque el concepto de memoria de trabajo fue
originalmente relacionado con funciones exclusivamente hipocampales (O'Keefe and Nadel,
1978; Nadel and MacDonald, 1980; Jarrard, 1993), se ha extendido a la CPF, que parece ser
clave para la realizacion de diversas tareas de planificacion y toma de decisiones (IKim et al.,
2016; Liu et al., 2018).

1.4.3. Corteza Prefrontal Medial: estructura y funcién

En la naturaleza la mayoria de los comportamientos animales son dirigidos a un fin (en
inglés, goal-directed, término que utilizaremos de aqui en adelante). Este tipo de comporta-
mientos son complejos, ya que requieren que el sujeto perciba su entorno, aprenda acerca del
significado de éste y finalmente tome una decision sobre como actuar (Penner and Mizumori,
2012). En oposicion a los comportamientos basados en mecanismos estimulo-respuesta, los
comportamientos goal-directed suponen una seleccion anticipada a la accion (Pezzulo et al.,
2014a), por tanto, constituyen el fundamento de la toma de decisiones que tienen lugar en

el reino animal (Pezzulo et al., 2014a).

Amigdala
VTA WNAC

Figura 1.10 /| Corteza prefron-
tal medial (CPFm). Vision esque-

® Interneurona  Matica de la corteza prefrontal, y una sec-

ArC _ cién mostrando las distintas capas, notese
* Astrocito que se trata de una corteza agranular. ACC:
corteza cingulada anterior; PL: corteza pre-
limbica; IL: corteza infralimbica; VTA: area

tegmental ventral; NAc: nicleo acumbens.

Durante las ultimas décadas el estudio de estos comportamientos se ha relacionado con

diversas areas cerebrales: hipocampo, corteza prefrontal (CPF), amigdala, y regiones ven-
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tromediales del estriado (Pezzulo et al., 2014b). De entre todas ellas, la corteza prefrontal
medial (CPFm) juega un papel central en la toma de decisiones, siendo considerada como
la estructura por excelencia que organiza acciones de tipo goal-directed (Churchwell et al.,
2010). La CPFm se encuentra en el l6bulo frontal, y en roedores esta definida como una
corteza agranular, es decir, no posee capa IV, en homologia con los primates y los humanos.
La CPFm esta formada desde un eje dorso-ventral, por la corteza cingular anterior (ACC),

la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica (IL) (Figura 1.10).

Para su participacion en funciones cognitivas y procesos ejecutivos la CPFm envia proyec-
ciones sumamente organizadas a areas subcorticales, que se encuentran a su vez implicadas
en estados de 4nimo, motivacion e impulsividad (Ko, 2017). Entre estos podemos destacar:
el procesamiento emocional mediado por la amigdala, los fenémenos de estrés regulados por
el hipotalamo, la memoria codificada por el hipocampo, los incentivos sociales regulados por
el nicleo accumbens y otras regiones involucradas en el procesamiento de inputs / outputs
tanto motores como sensoriales. En 2009 Ernst y Fudge propusieron un modelo en el que
se atribufan los comportamientos motivacionales considerados goal-directed a la CPFm, el

estriado y la amigdala (Ernst and Fudge, 2009).

Se ha mostrado relevante el balance E/I para los procesos cognitivos implicados en estos
comportamientos, asi como un papel fundamental de las oscilaciones gamma (Iim et al.,
2016). La relacién entre la CPFm y el balance E/I se ha manifestado en la existencia de
desoérdenes neuropsiquiatricos en la CPFm en humanos (Yizhar, 2012; Bicks et al., 2015),
consistentes con estudios en roedores, como el hecho de que la actividad neuronal de la CPFm
correlacione con los comportamientos de interaccion social (Lee et al., 2016). Alteraciones
relacionadas con este comportamiento son especialmente relevantes en patologias como la
esquizofrenia (Lustig et al., 2013; Gold and Shadlen, 2007), déficits cognitivos (Carlén et
al., 2012; Korotkova et al., 2010), o enfermedades de tipo depresivo (Xiong et al.; 2019).
Las deficiencias cognitivas comunes en estas patologias parecen tener relaciéon con la dis-
funcion de la interneuronas PV+ (Cardin et al., 2009), y en la potencia de las oscilaciones
gamma en la CPFm (Lewis et al., 2012). De manera que dilucidar los componentes de los
circuitos que regulan el control de estos comportamientos implicaria respuestas clave no so-
lo de como la CPFm y sus componentes celulares contribuyen a comportamientos de tipo
goal-directed (Fitoussi et al.; 2018), sino ademas, una vision de como las alteraciones del cir-

cuito se traducen en sintomatologia relacionada con desérdenes mentales caracterizados por
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alteraciones cognitivas.

1.4.4. Circuitos cerebrales y toma de decisiones

El inicio, consecucion y la adaptacion en la toma de decisiones son el pilar critico de los
comportamientos goal-directed (Griffiths et al.; 2014; Ernst and Paulus, 2005; Ernst et al.,
2004; Fellows, 2004; Lee et al., 2012), y requieren la integracion de la informacion relevante
procedente de las diferentes fuentes del entorno (siendo necesario discriminar la informacion
eliminando el ruido inherente a los inputs), asi como combinar la informacion aportada por
cada uno desde cada uno de los circuitos (Figura 1.11). La experiencia por repeticion se
ha posicionado como un mecanismo primordial en la optimizaciéon de la toma de decisiones
(Fine and Jacobs, 2002; Gilbert et al., 2001), puesto que mejora el filtrado del ruido de
las entradas de informaciéon y destaca la informacion relevante para la ejecucion de tareas
(Dosher et al., 2013; Li et al., 2004; Dosher et al., 2013).

Proyecciones a otras areas
== PFCm a Hipocampo
Hipocampo a PFCm

Figura 1.11 | Coneziones
entre la corteza prefrontal
(CPF) y el hipocampo. Las

flechas indican la direccién de las pro-

Recuperacion
memoria
(

El empleo de técnicas de resonancia magnética funcional ha permitido esclarecer proce-

yecciones y sus funciones.

sos que subyacen al aprendizaje y que estan implicados en la discriminacién de ruido y las
diferencias en estimulos (para revisiones(\Welchman and Kourtzi, 2013)). Sin embargo, los
mecanismos de plasticidad inhibitorios relacionados con a la habilidad para mejorar la toma
de decisiones por medio del aprendizaje son poco conocidos. La caracterizacion de estos me-

canismos inhibitorios parece de fundamental teniendo en cuenta su contribucion al balance
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E/I y las oscilaciones gamma, muy relacionadas en los comportamientos de tipo goal-directed.

Dada la participacion de los astrocitos en la modulacién de la transmisiéon sinéaptica,
tanto excitadora como inhibidora, es pertinente preguntarse si los astrocitos estan parti-
cipando en los comportamientos de tipo goal-directed. La bibliografia disponible hasta la
fecha directamente relacionada con la participacion astrocitaria es limitada. Los estudios
que han abordado este asunto han mostrado que el bloqueo de la liberacién de Gts puede
desencadenar una desincronizacion critica de las oscilaciones theta entre el hipocampo y la
CPFm, lo que implica una deterioro cognitivo (Sardinha et al., 2017). Por tanto, continuar
profundizando en el estudio de estos fenémenos podria ser clave para responder a preguntas

relacionadas con los mecanismos que subyacen la toma de decisiones.

Ademas, mientras que la actividad de los GABAgRs parece haber sido ampliamente
caracterizada en rodajas de cerebro (Isaacson et al., 1993; Scanziani, 2000; Pérez-Garci et
al., 2006; Bowery, 1993), son pocos los estudios que han mostrado el papel funcional de los
receptores GABAg in vivo, de manera que su contribucion a la actividad esponténea y induci-

da por estimulos externos es poco conocida (Perea et al.; 2016; [saacson and Scanziani, 2011).

Por todo ello, esta tesis doctoral se ha centrado en investigar el papel de los astrocitos
y la senalizacion por GABAgRs en los procesos corticales que derivan en la recuperacion de

la memoria de trabajo y la toma de decisiones.
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Objetivos

El objetivo de la presente tesis doctoral ha sido el estudio de los procesos que gobiernan
la existencia y las caracteristicas de la comunicacién bidireccional entre las interneuronas
parvoalbumina-positivas (PV+) y los astrocitos en la corteza prefrontal medial (CPFm), un
area fuertemente ligada al aprendizaje y ejecucion de tareas cognitivas.

Para ello ha sido necesario el desarrollo de nuevas herramientas moleculares que permitan
el control temporal de la actividad astrocitaria de manera especifica, con el fin de evaluar su
impacto en la actividad de los circuitos neuronales.

Para lograr este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Desarrollar nuevas herramientas moleculares para el control temporal de la actividad
astrocitaria: melanopsin como opsina para la activacion de astrocitos.

Evaluar las propiedades de la comunicacion establecida entre las neuronas PV+ y los
astrocitos en capa 2/3 de CPFm in situ

Activacion GABAérgica de las respuestas de Ca?" en astrocitos.

Consecuencias de la activacion GABAérgica de astrocitos sobre la plasticidad sinéptica
de neuronas piramidales de la capa 2/3 de CPFm.

Caracterizar in vivo el impacto de la senalizacion GABAérgica de astrocitos en la
actividad de los circuitos corticales y en procesos cognitivos.

Consecuencias de la activacion GABAérgica de astrocitos en el comportamiento animal:
pruebas de memoria y toma de decisiones.

Registro de la actividad cortical local, LFP, durante la toma de decisiones.

Rescate funcional de los déficits cognitivos mediante la estimulacion selectiva de astro-
citos con melanopsin.
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3 Materiales y Métodos

Todos los protocolos y procedimientos experimentales descritos se realizaron de acuerdo
con la legislacion espanola vigente (RD 1201/2005 y L.32/2007), las Directivas del Conse-
jo de Europa de 1986 (86/609/EEC) y 2003 (2003/65/CE) para la investigacion animal, y
fueron aprobados por el Comité de Etica del Instituto Cajal (CSIC). Los registros electrofi-
siologicos in vivo de ratones con libertad de movimiento fueron obtenidos en la Universidad
Heinrich-Heine de Diisseldorf. Estos experimentos fueron aprobados por el Comité Etico de

Investigacion Animal de dicha Universidad.

3.1. Animales de experimentacion

En la presente tesis doctoral se utilizaron ratones C57BL/6, PV-Cre, TDxTom, Ip3r2~/~
(cedido amablemente por Dr.J. Chen), GABAgWT y GABAgflox (cedidos en colaboracion
por Dr. B. Bettler) de entre 2 a 25 semanas. Los animales se mantuvieron estabulados en
condiciones estandar en el animalario bajo un ciclo de 12 horas dia/noche. Los registros
in vitro de la primera parte de resultados (apartado 4.1) se realizaron en animales de 2-3
semanas. Los registros in vitro de la segunda parte de resultados (apartado 4.2) se realizaron
en animales de 4-5 semanas. Los experimentos de comportamiento y los registros in vivo se

realizaron en animales de méas de 6 semanas.
Se tomaron todas las medidas necesarias y se realizaron los maximos esfuerzos posibles

en pos de tanto minimizar el niimero de animales utilizados como de evitar y reducir el dolor

y el estrés de los animales de experimentacion.
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3.2. Cirugias

3.2.1. Infecciones virales

Los ratones se anestesiaron con isofluorano mediante un vaporizador de gas (1.5 — 3%
isofluorano en oxigeno), tras lo que fueron colocados en un aparato esterotéxico. Los ojos de
los animales anestesiados se protegieron con gel. Se afeité la cabeza y se desinfecto mediante
etanol. Se realizé una incision sobre la linea media de tal forma que bregma y lambda queda-
sen expuestas (ver Figura 3.1). El craneo se limpi6 con suero fisiologico (NaCl). Se alinearon
bregma y lambda en el eje dorso-ventral tras lo que se tomaron coordenadas estereotaxi-
cas acordes a bregma en base al atlas de George Paxinos y Keith Frankling (Paxinos and
Franklin, 2012). Un capilar de vidrio pulido fue utilizado para inyectar los virus en la region
especifica del cerebro, mediante el uso de un nanoinjector, acorde a descrito en (Perea et al.,
2014; Mederos et al.; 2019). El virus se recogi6 en el capilar de vidrio a través de succioén con
el nanoinyector tras lo que se posiciond sobre la craneotomia y a continuaciéon se introdujo
despacio en el tejido hasta alcanzar la coordenada deseada. El volumen de virus (0.3-0.6 pl)
se perfundi6 a una velocidad de 40nl/min, tras la inyeccion se esperaron 5-10 min antes de

retirar el capilar y se suturé la piel de los animales.

Se ayudd al animal a su recuperacion de la anestesia mediante el uso de una manta térmi-
ca, que se mantuvo hasta que este desperto, y se devolvid a la caja una vez su respiracion y
su movimiento eran los habituales. A continuacion se detallan las coordenadas e inyecciones
utilizadas en los diferentes experimentos (Figura 3.1).
(1)C57/BL6J e Ip3r2~/~ para experimentos in vitro de Ca%" y registros electrofisiologicos en
rodajas (seccion 4.1) se utilizaron crias posnatales (P5-8) con coordenadas de infeccion AP -2
mm; ML 1.4 mm; DV 1.4-1.2 mm los virus usados fueron ChR2 (AAV2/5-GFAP104-ChR2-
mCherry; UNC Vector Core; viral titer 3.9x1012), vector (AAV2/5-Gfap-mCherry; UNC
Vector Core; viral titer 3.9x1012), melanopsin (AAV2/5-GFAP104-melanopsin-mCherry; vi-
ral titer 2.8x1012). En el caso de los experimentos de Ca?" se co-infecto con cytoGCaMP6f
(AAV2/5-Gfap-cyto- GCaMP6f; PENN Vector Core; viral titer 6.13x1013) o lckGeamp6f
(AAV2/5-Gfap-lck- GCaMP6f; PENN Vector Core; viral titer 6.13x1013)
(i))PVCrexTDTom para experimentos in vitro de Ca®" y registros electrofisiolégicos en ro-
dajas de la segunda parte de resultados (ver seccion 4.2) se infectaron animales de 2 semanas
para su utilizacion a edades 4-5 semanas tras la expresion de virus en coordenadas AP 1.78,
ML=0.5, DV 2-0.8 mm los virus usados fueron CamKII (AAV5-CamKII- YFP; PENN Vector
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Core; viral titer 6.13x1013) o cytoGCaMP6f (AAV2/5-Gfap-cyto- GCaMP6f; PENN Vector
Core; viral titer 6.13x1013), melanopsin (AAV2/5-GFAP104-melanopsin-mCherry; viral ti-
ter 2.8x1012).

(iii)PVCre y GABAWT /flox para experimentos in vitro o in vivo de optogenética y regis-
tros electrofisiologicos en rodajas o experimentos de comportamiento de la segunda parte
de resultados (ver seccion 4.2) se usaron ratones de 2 a 12 semanas para expresion ChR2
(AAV2/5-dio-ChR2-mCherry; UNC Vector Core; viral titer 3.9x1012) o GFAPCre (AAV2/5-
GFAP104-cre-mCherry; viral titer 2.8x1012)

@ Inyeccion virus en area (2 Implantes registros
interes con referencias estereotaxicas y/o optogenética in vivo

,’ Opsina A
’ . .- ’
Anillo cemento

-
A
raneotomia
i Referencia Tierra
‘ Tornillos ?
N

S
S, Jerapiod Opf"'hu@m [ mCherry}= I 2-3 semanas »
Referencias estereotaxicas e anopsin Injeccién Expresion
virus virus

Figura 3.1 /| Esquema de los pasos llevados a cabo en las cirugias. Se muestra un
esquema de la colocacion del animal bajo el aparato estereotaxico. En el punto 1 se esquematiza una infeccién
con virus. En el punto 2 la estructura de anillo de cemento y tornillos que forman parte de la sujeccién de

los implantes.

En el caso del virus de melanopsin la estrategia a seguir para su generacion fue la siguien-
te: Melanopsin (Opn4-human melanopsin, AAI13559.1) se fusion6 al reportero fluorescente
mCherry y a continuacion se clon6 en particulas AAV (serotype 5; UNC Vector Core) me-
diante el uso del promotor de GFAP en su version corta (GFAP104), ver Figura 3.1 en Paso
2.

3.2.2. Implantacién de fibras 6pticas

Previamente a la implantacion se prepararon las fibras, adaptando el protocolo de (Zhang
et al., 2010; Ung and Arenkiel, 2012).
Se utilizaron fibras 6pticas multimodales de 100 pm didmetro (Thorlabs, Dachau, Germany).

Se quito la cubierta protectora, tras lo que se corto6 la fibra utilizando un lapiz de diamante.
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Esta fibra preparada se introdujo en una férula de ceramica (Thorlabs, Dachau, Germany),
de forma que el extremo de la fibra sobresaliese sobre el borde convexo de la férula. Se uti-
liz6 resina de tipo epoxi sobre ambos extremos de la férula, se esper6 a que endureciese (1
dia). A continuacion el extremo convexo de la férula se puli6 mediante el uso de laminas
para este fin Aluminum Ozxide Lapping (Polishing) (Thorlabs). Para conseguir que las fibras
fuesen mas resistentes para la implantacion, la base de las férulas se protegié con el material
pléastico que se usa para recubrir pines (Biirklin), sobre el que se aplico pegamento y una

vez seco cemento dental. La longitud final de la fibra se ajusté al drea que se fuese a estimular.

Para la implantaciéon de las fibras se procedié de forma que tras la inyeccién de virus y
previamente a la sutura se introdujo la fibra 6ptica preparada. Posteriormente una mezcla
de cera/parafina (50/50) se aplico sobre la craneotomia, para proteger el tejido. Previamente
a la infeccion del virus, estando prevista la implantaciéon de la fibra, dos tornillos de acero
inoxidable de cabeza milimétrica se habian introducido en el créaneo (sin llegar a tocar el
cerebro) sobre el area posterior a lambda. Estos dos tornillos sirven a modo de plataforma
de sujeciéon para la fibra de forma que sobre la férula y los tornillos se aplicara cemento

dental, que se deja secar firmemente ( Figura 3.1).

3.2.3. Implantacién de electrodos para registro, silicon probes

Para el registro de potenciales de campo (LFP, del inglés local field potential y simulta-
neamente registro de units, es decir, registro de neuronas unitarias se utilizaron silicon probes
moviles (B32, NeuroNexus Technologies). Para el conjunto de experimentos in vivo de 4.2,
se prepararon micro-drives manualmente siguiendo el protocolo Knoche et al. (2003) 1. La
preparacion del implante y del procedimiento quirtrgico es una adaptacion de (Vandecasteele
et al., 2012). Las probes se montaron sobre microdrives auto-fabricados, que permite mover
la silicon probe implantada en los registros crénicos. Los microdrives se prepararon a partir
de impresiones de placas de circuito (Sigmann Electronik) y una tira de tres pines con el del
medio reemplazado con un tornillo de 10 mm de largo (DigiKey). Una vuelta completa (60)
del tornillo mueve la probe aproximadamente 300 ym. Mediante el uso de un micromanipu-
lador (Narishige), la probe se aline6 con el microdive, de tal forma que los shanks quedasen

perfectamente paralelos con el tornillo (ver Figura 3.2). Tras lo cual la probe esta lista para

1Se trata de una estructura con tornillo moévil central, para permitir el ajuste de la posicion de la silicon
probe en el cerebro. Para poder recuperar las sondas de silicio al final de los experimentos, tanto el micro-
drive como el conector deben ser facilmente desmontables. Para lograr esto, se utiliza un enfoque basado en
que las piezas recuperables se fijan con tornillos a las piezas desechables cementadas en el craneo animal.
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ser fijada con pegamento y cemento dental al microdrive (ver panel central en Figura 3.2).

A

Figura 3.2 | Imdgenes del disenio de electrodos para registros in vivo. A.Esquema de
una silicon probe B32, modelo utilizado en este estudio, el panel inferior muestra las puntas de los 4 shanks,
con la distribucion de los canales (modificada de Neuronexus). B. Probe montada en un microdrive. C.
Imagen de un wire array ensamblado (B y C son fotos del laboratorio de Dr. A. Ponomarenko) D. Esquema

de implantes para registro y para estimulaciéon optogenética sobre CPFm

Para la implantacion de silicon probes solo se utilizaron aquellos animales con un peso
superior a 26gr, para asegurar una rapida recuperacion y no alterar el comportamiento. Me-
diante este procedimiento se implantaron 4 C57/BL6J con previa infeccion de melanopsin;
4C57/BL6J con previa infeccion de vector; 4 GABAgflox y 4 GABAgwt con GFAPCre bi-
lateral. Todas las probes fueron implantadas en el hemisferio izquierdo en las coordenadas
AP: 1.78; ML: 0.5; DV:1.3; de tal manera que se registro CPFm.

Se realizaron cuatro incisiones en el craneo para 4 tornillos. Los cables de cobre se habian
soldado previamente a los dos tornillos que irfan sobre el cerebelo, de tal manera que se
puedan usar respectivamente como tierra y referencia (Figura 3.1). Los misculos proximos a
la zona del craneo del cerebelo fueron cuidadosamente desplazados hacia los lados, para evitar
artefactos musculares que podrian ser introducidos debido al movimiento en los registros.
Cada uno de los tornillos se cubrié por completo con cemento dental generando un anillo
(como el ya mencionado en la seccién anterior) (Bender et al.,, 2018). Cuatro laminas de

malla de cobre se fijaron al anillo de cemento por medio de pegamento y se anadié6 mas
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cemento dental. Esta malla protege el implante al mismo tiempo que sirve de aislamiento
eléctrico. En el caso de los animales en los que se iba a realizar estimulaciéon optogenética
(4 melanopsin y 4 vectores) las 2 fibras implantadas quedaron incrustadas y cementadas
en la malla dejando la parte del conector de la férula accesible ?. Pasados de 5 a 7 dias y
asegurando que los animales estaban recuperados de esta primera parte de la operacion y se
mantenian en su peso, se colocaron de nuevo sobre el aparato estereotaxico. Una craneotomia
algo més grande que la anchura de la silicon probe se realizé en las coordenadas AP: 1.78;
ML: 0.5; DV:1.3; y la duramadre se quit6 con cuidado, aplicado salino de manera continuada
para evitar que el tejido se secase. La probe se colocd sobre las coordenadas por medio
de referencias estereotéxicas y se introdujo en el tejido muy lentamente. Todo el tiempo
bajo inspeccion visual mediante un microscopio binocular (Zeiss), para evitar que los shanks
pudiesen doblarse y para evitar sangrados. De nuevo la mezcla de cera/parafina se aplico en
forma liquida sobre la craneotomia. Posteriormente los bordes del microdrive se cementaron
al anillo y a la malla, teniendo precauciéon de dejar libre el tornillo central. Las laminas de
malla se elevaron y soldaron entre si, y al tornillo de tierra. El conector de la silicon probe
se cemento a la malla, para dar asi mas estabilidad al implante. La tierra y la referencia de

la probe fueron soldadas a sus respectivos tornillos.

3.3. Obtencién de rodajas de cerebro

Los registros de imagen de Ca?" y de electrofisiologia in vitro se realizaron en rodajas
de hipocampo o de CPFm. Para ello los ratones fueron decapitados y el cerebro se extrajo
rapidamente y se coloco en liquido cefalorraquideo artificial (LCA) previamente enfriado en
hielo y burbujeado con carbogeno (95 % 02/5% CO2). Se hicieron rodajas transversales de
350 pm con la ayuda de un vibratomo Leica VT1200S (Leica, Alemania) y se incubaron a
temperatura ambiente (22-24°C) en una camara de registro de inmersion burbujeando per-
manentemente con carbogeno durante al menos 60 minutos en LCA antes de ser utilizadas (se
muestran los pasos detallados en Figura 3.3). LCA (en mM): NaCl 124, KCI 2.69, KH2PO4
1.25, MgS0O4 2, NaHCO3 26, CaCl2 2,y glucosa 10, (pH = 7.3).

Las células se visualizaron con los microscopios Olympus BX50WI o Nikon Eclipse FN1,

ambos de epifluorescencia, con objetivos de inmersion en agua 10x y 40x y con con contraste

2La segunda fibra es un resguardo para el caso de que hubiese problemas con la primera, de este modo
siempre esta asegurado un posible rescate experimental, dada la inversiéon que supone cada una de estas
operaciones.
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de interferencia diferencial (DIC).

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Paso 4 Paso 5 Paso 6

Figura 3.3 / Preparacion de rodajas de cerebro. Imigenes de los diferentes pasos seguidos
para obtener cortes de cerebro para registros electrofisiologicos. Paso 1: extraccion del cerebro. Paso 2: corte
la parte caudal / rostral del cerebro y fijacion del cerebro a la placa base Paso 4, tope con bloque de gel de
agarosa. Paso 5: se obtienen rodajas de 350 pum con el vibratomo. Paso 6: incubar rodajas durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Para las rodajas de hipocampo de la primera parte de resultados (4.1) se anadi6 al LCA

Picrotoxina (50 M), un antagonista para los receptores GABAA y CGP55845 5uM, anta-
gonista de los receptores GABAg. De esta manera se aislaron y registraron las corrientes
postsinapticas excitadoras (EPSCs, del inglés Ezcitatory Postsinaptic Currents).
Para los experimentos en rodajas de CPFm in vitro (4.2) se aislaron las corrientes postsi-
napticas inhibidoras (IPSCs, del inglés Inhibitory Postsinaptic Currents) se anadio al LCA,
CNQX (20 uM) + AP5 (50 uM), antagonistas de receptores ionotropicos de glutamato de
tipo AMPA y NMDA respectivamente.

3.4. Imagen de calcio

Las variaciones de Ca?" astrocitario se monitorizaron mediante la expresion en astrocitos
de AAV2/5 Lck-GCaMP6f (Seccion inyecciones virus 3.2.1) (Shigetomi et al., 2013). Lck-
GCaMP6f mostro la naturaleza altamente ramificada de los astrocitos, marcando procesos

finos, denominados microdominios, pero con menos eficacia para los procesos proximales y el
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soma celular (Haustein et al.; 2014; Poskanzer and Yuste, 2016). Lek-GCamP6f acttia como
un sensor de calcio dirigido genéticamente de forma especifica a los procesos, permitiendo
registrar eventos de calcio en partes previamente inaccesibles de los astrocitos, incluyendo
los procesos mas finos (Shigetomi et al., 2012). Para ello el sensor de calcio genéticamen-
te codificado se encuentra modificado uniendo un dominio de anclaje a membrana, de este
modo aumentando su expresion en la membrana plasméatica diez veces en comparacion a la

expresion convencional (Shigetomi et al.; 2010).

De esta forma el analisis de los eventos de Casy. se centrd principalmente en los micro-
dominios (Agarwal et al., 2017; Mariotti et al., 2018; Srinivasan et al.; 2015). Las iméagenes
fueron adquiridas con un laser de dos fotones (Axiolmager M, LSM510, Zeiss Oberkochen,
Germany), equipado con laser pulsado rojo de 900nm (1.80W, 1 % of power) (Spectra Physics
Mai-Tai, Prairie Technologies, USA), que se utiliz6 para la excitacion del Lck-GCaMP6f. La
senal de mCherry (reportero de la coexpresion de melanopsin o ChR2) se adquirié con un
laser en modo confocal a 543 nm por medio de HeNe laser. La toma de imagenes se realizo
a través de un objetivo de inmersion en agua con una lente 40x/1.0 W Plan-Apochromat
(Zeiss), con un campo de 354 x 354 um (en el caso de iméagenes en las que se detecto la
colocalizacion), y 295 x 295 um para la adquisicion de imagenes a 1Hz. Las sesiones fueron
de 250-420 imégenes. Para la estimulacion de las opsinas se utilizé un laser externo con el
que se aplicaron pulsos de luz de 1, 5, 10, 20s o un protocolo de baja estimulacion (LFS; 5
s @ 0.06 Hz, 1 min) (= 473 nm) (para més detalles ver protocolos de estimulacion optoge-
nética Seccion Métodos 3.6). El LCA se perfundié de manera continuada con tetrodotoxina
(TTX;1 pM), utilizada para bloquear los canales de Na™ y de este modo posibles efectos de

activacion de células vecinas.

En un conjunto de experimentos de la primera parte de resultados (4.1) como los experi-
mentos de Ca?" relativos a rodajas de CPFm (4.2), se utiliz6 cyto-GCaMP6f para visualizar
las senales de Ca®" en los procesos proximales y el soma de los astrocitos utilizando los

parametros de adquisicién indicados anteriormente.

Se test6 mediante experimentos de imagen de Ca?' en astrocitos la eficacia del GDP/S
(ver Figura 3.4). Se aplicaron pulsos locales del agonista de los mGluR1, DHPG (1 mM, 5s),
previamente y después del llenado de los astrocitos con GDPSS (20 mM). Los experimentos

se realizaron en presencia de TTX (1uM) y PPADS (30xM), un antagonista no selectivo de
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receptores purinérgicos P2 (ver Figura 3.4). La adquisicion de estos ultimos y de los videos

de Ca 2" de CPFm se realizaron con objetivo 40X y con una ciAmara Nikon Eclipse.
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Figura 3.4 | GDPSS bloquea de manera eficaz la red astrocitaria. A. Izq, imagen de
epifluorescencia de astrocitos que expresan cyto-GCaMP6 en el drea CA1 antes y después de la aplicacion
local DHPG (1 mM), en control y después de la carga de GDP/S intracelular (20 mM) a través de la pipeta
de registro. Derecha: trazos representativas de Ca2 + a la estimulacion DHPG antes y después de la carga
de la red astrocitaria con GDPAS. B. Promedio de la amplitud del evento de Ca2 + evocado por DHPG
en el control (n = 148 somas, dos ratones) y después del llenado astrocitario cargado con GDPSS (n = 166
somas, 2 ratones). *** p <0,001; one-way ANOVA , comparacion post hoc Dunn’s. Los datos se muestran
como media + SEM.

3.5. Electrofisiologia

3.5.1. Electrofisiologia in wvitro

Se realizaron registros electrofisioldgicos de neuronas piramidales de CA1 en hipocampo
para los experimentos relativos a la primera parte de resultados®). Se realizaron registros de
neuronas principales glutamatérgicas (identificadas por medio de la expresion de CamKIT)
y de interneuronas PV-+ (identificadas en el ratén PVCre/TDxTom) en capas 2/3 de CPFm
(relativos a la segunda parte de resultados 4.2). En todos estos casos mediante la técnica
de patch-clamp en la configuracion de célula entera (traduccion del inglés whole cell), en la
mayoria de los casos en la modalidad de fijacion de voltaje. Las pipetas de registro se fabrica-
ron a partir de capilares de borosilicato con filamento interno (OD-ID: 1.5-0.86 mm; Sutter
Instrument Co., EE.UU.), con una resistencia de 3-5 M y se llenaron con una solucién
intracelular que contenia (en mM):KGluconate 135, KC1 10, HEPES 10, MgCl12 1, ATP-Na2
2, ajustado con KOH a pH 7.3 para el caso de los registros de EPSCs; (en mM): 140 mM

3Los registros de whole-cell de la primera parte de resultados fueron realizados junto con Alicia Hernandez-
Vivanco.
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K-MeSO4, 10 mM Hepes-K, and 10 mM KCI para el caso de los registros de IPSCs; (en
mM): metasulfonato de potasio 100, KC1 50, HEPES-K 10, ATP-Na2 2 empleando capilares

de 4-9 M() de resistencia para los registros de astrocitos.

Para los experimentos en los que se estudiaban las corrientes lentas de entrada (definidas
como SICs, del inglés Slow Inward Currents *), en neuronas proximas a astrocitos estimula-
dos se traté de optimizar la activacion de NMDARs mediante la utilizaciéon de LCA libre de
Mg2-+ junto con TTX (1 pm). En cada caso concreto los farmacos fueron aplicados en el bano
mediante perfusion continuada durante al menos 15 minutos previos a los registros. Tanto
para las SICs como para los eventos espontédneos en miniatura se realizé una discriminacion
en funcion de sus constantes de aumento y caida (Perea and Araque, 2005b; Shigetomi et
al., 2008).

Para los experimentos en los que se llen6 la red astrocitaria la solucion intracelular con-
tenfa GDPSS (20 mM) o Evans Blue(5 pum) o BAPTA (40 mM) y biocitina (0,1 %) se
registraron los astrocitos dando pulsos de corriente a intervalos de 30 segundos durante al
menos 20-30 min. Posteriormente las rodajas se fijaron y la biocitina se revel6 mediante
Alexad88-estreptavidina, mostrando la extensa area cubierta por la carga de biocitina intra-
celular y confirmando el llenado de la red astrocitaria (Navarrete et al., 2012; Serrano et al.,
2006).

Los registros se obtuvieron con amplificadores PC-ONE (Dagan Instruments, EE.UU.).
Las capacitancias rapida y lenta de la membrana celular fueron neutralizadas y la resistencia
en serie fue compensada (alrededor de 50 %). El potencial de membrana de las células se
mantuvo a -70 mV. Las resistencias en serie y de acceso fueron monitorizadas a lo largo de
los experimentos aplicando un pulso de voltaje de -5 mV durante 5 ms (aquellos registros en

los que vari6 la resistencia de acceso por encima de un 20 % fueron descartados).

Las senales fueron filtradas a 1 KHz y transferidas con una frecuencia de muestreo de
10 KHz a un ordenador a través de una tarjeta de conversion analdgico-digital (DigiData
1440, Axon Instruments, EE.UU.). Las senales obtenidas fueron filtradas con un HumBug

(Quest Scientific Instruments Inc., Canad4d) para eliminar el ruido eléctrico proveniente de

4Estas corrientes son debidas a la activacién de receptores ionotrépicos de glutamato e indicaban que los
astrocitos pueden modular la excitabilidad eléctrica neuronal (Perea and Araque, 2005b; Shigetomi et al.,
2008; D’Ascenzo et al., 2007; Fellin et al., 2004; Gomez-Gonzalo et al., 2018; Kovacs and Pal, 2017).
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la corriente alterna (50-60Hz). El sofware pCALMP 10.2 (Molecular Devices) se utilizo para

la visualizaciéon, adquisiciéon y almacenaje de los datos.

Se utilizaron diversos protocolos de estimulacion, en ocasiones combinados entre si:
(i) Estimulacion masiva o (bulk): Las respuestas sinépticas fueron evocadas mediante capi-
lares septados (2-5 pm de diametro en el extremo) rellenados con LCA, y posicionados en
el stratum radiatum para estimular las fibras colaterales (CA3 que establecen sinapsis con
CA1l); o en capa 2/3 de CPFm para estimular las terminales inhibitorias locales. Se utilizaron
pulsos pareados (250 ms duracion, con un intervalo de 75 ms) con una frecuencia de 0.33Hz
mediante el uso de un estimulador S-900 (Dagan Corporation).
Previamente a la ejecucion de cualquier otro protocolo de estimulacion se registro la activi-
dad sinéptica basal durante 5-10 minutos hasta asegurar que esta era estable.
(i) Estimulacion optogenética de astrocitos: la estimulacion completa del campo se consiguié
por medio de un laser azul con control de intensidad (473 nm, MBL-III-473, OptoEngine,
LLC) acoplado por medio de un terminal SMA a una fibra de 200 pum (ThorLabs). En al-
gunos experimentos la estimulacion se realizo por medio de la salida de luz azul a través del
objetivo del microscopio de epifluorescencia. No se encontraron diferencias en la estimulacion
continua o por trenes de luz (7 mW/mm?2) a 10 Hz (pulsos de 50 ms) de forma que los datos
se incluyeron juntos para anélisis posteriores. Se comprob6 como variaciones en la intensidad
de la luz afectaban a los astrocitos (ver Figura 3.5). Durante el resto de los experimentos en
rodajas, se utilizo como intensidad de laser 7 mW/mm?2 indistintamente para Melanopsin,
ChR2 o vector.

Corrientes evocadas por luz
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Figura 3.5 | Intensidades de estimulacion con luz en astrocitos. lzq, trazos representa-
tivos de la corriente evocada por la luz con pulsos de 5s a intensidades crecientes. Drech, cambios relativos del
area de la corriente evocada por la luz a la estimulacion con respecto a la intensidad maxima (40 mW,/mm?2)

(n = 6 astrocitos). Los datos se muestran como media £ SEM.
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(iii) Estimulacion de interneuronas PV+: se registraron interneuronas de capa 2/3 de
CPFm marcadas en rojo (PVCreXTDTom) visualizadas a través de la camara CDC. Du-
rante el tren de despolarizaciones las interneuronas se registraron en el modo de fijacion de
corriente y se generaron disparos de PAs mediante pulsos despolarizantes aplicados a 50 Hz
a 6 Hz. Estos protocolos que denominamos theta-gamma, se aplicaron debido a las interneu-
ronas durante un rango de 5s a 30s para estudiar como patrones temporales de la actividad
de las células PV+ controlan dindmicamente el tono sinaptico inhibitorio en las PC.
Previa- y posteriormente a estas despolarizaciones en la interneurona, la transmision si-
naptica fue monitorizada en la neurona piramidal a 0.33 Hz. Para determinar los cambios
sinapticos cuando se aplico el tren de despolarizaciones sobre la interneurona se compararon
las respuestas sinapticas registradas previas al estimulo, con las registradas durante los mi-

nutos siguientes a la finalizacion del estimulo.
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Ademés, para comprobar que los efectos observados eran mantenidos cuando la despola-
rizacion se realizaba sobre méas de una interneurona del campo se expreso en ratones PVCre
la opsina ChR2-dio (ver seccion 3.2.1 de Métodos) de tal modo que ChR2 se expresaba sobre
neuronas PV+ que pudieron ser conjuntamente despolarizadas siguiendo el mismo protocolo
mediante el uso de un laser (473 nm, MBL-II1-473, OptoEngine, LLC) (Figura 3.6).
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3.5.2. Electrofisiologia in vivo

El desarrollo de diversas tecnologias en las ultimas décadas ha dado lugar a multiples
métodos de registro que permiten la obtencion de senales eléctricas del cerebro in vivo con

una alta resolucion temporal.

Los electrodos se conectaron a un sistema de adquisicion de 128 canales (Digital Lynx,
Neuralynx, USA) previo paso por amplificador (HS-8, Neuralynx, Bozeman, Montana USA).
Las senales se adquirieron de manera continua a 32kHz (Digital Lynx, Neuralynx) y fueron
amplificadas, y filtradas (1 Hz-10 kHz). Los tiempos de la senal y los pulsos de laser (cuando
los registros presentaban estimulacion optogenética) se registraron simultaneamente, para
evitar el desfase temporal. Un diodo con emisién de luz se encontraba fijado al sistema de
adquisicion en la cabeza del animal registrado, para tener monitorizada la actividad del raton

durante los registros (25 Hz).

LFP se obtuvo por medio de filtrado pasa-bajos y un reduccion en la frecuencia de mues-
treo de la senal a 1250 HZ (Wulff et al.; 2009), y se analiz6 por medio de Matlab Sofware
(ver seccion anélisis 3.8.1). Las neuronas unitarias o spikes se detectaron en la senal filtrada

(0.8 Hz-5 kHz) y se extrajeron por medio de uso de un umbral (Seccion Anélisis 3.8.1).

Los registros se realizaron diariamente entre las 7am y las 4pm durante 2-4 semanas
mientras los animales realizaban el test comportamental T-maze o Open Field (métodos

seccion 3.7).

Para la estimulacién optogenética se utilizaron cables de fibra optica de 1.5 a 3 m de
longitud (Thorlabs), que permitiesen la libre movilidad de los animales en la arena compor-
tamental. Los cables se conectaron a las fibras dpticas previamente implantadas (ver seccion
3.2.2), por medio de un conector de circonio (Precision Fiber Products/ Thorlabs). Para
la estimulacion optogenética el cable 6ptico se conectaba en el extremo opuesto con un la-
ser 473 nm (FA71005FX, Laserglow Technologies) por medio de un adaptador FC/PC. La
salida del laser para los protocolos de estimulaciéon se controlo por medio de un generador
de pulsos (Multichannel systems, STG 4004). En todos los casos la intensidad de salida del
laser se midié previamente a ser conectado a los animales implantados por medio de un lu-
minometro (PM100D, Thorlabs), asegurando una media de 10-25 mW. Este procedimiento

de estimulacion fue el mismo para los animales que realizaron paradigmas comportamenta-
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les en ausencia de registros electrofisiologicos. Para la estimulacion optogenética bilateral,
en animales GbWT/GbKO con GFAPCre y Melanopsin bilaterales en CPFm, se utiliz6 un
cable de fibra multimodal (FCMMb50-50A-FC, Thorlabs).

3.6. Técnicas inmunohistolégicas

Posteriormente a la realizacion de los experimentos se realizaron anélisis histoldgicos para
verificar la expresion de los vectores virales y/o confirmar la posicion de los electrodos de
registro. Se eutanasio a los animales con pentobarbital y posteriormente fueron perfundidos
con PBS frio, seguido de paraformaldehido 4 % (PFA) (Santa Cruz Biotechnology), y deca-
pitados. Se extrajo el cerebro y se dej6 en PFA durante la noche para su completa fijacion
a 4°C. Se realizaron secciones coronales de 50 ym con un vibratomo VT1000S (Leica). Se
montaron Vectashield antifading mounting medium (Vector laboratories); o alternativamen-

te se siguieron pasos para su marcaje histologico.

Las muestras en las que se realizaron marcajes histolégicos posteriores se bloquearon a
temperatura ambiente durante 1.5 horas en una solucion de 0.3 % Triton X-100 y 5% NGS
en PBS. Después del bloqueo se incubaron durante la noche a 4°C con los anticuerpos co-

rrespondientes (ver Tabla 3.1).

] Anticuerpo \ Diluciéon H Proteina marcada H Referencia ‘
mouse anti-GFAP 1:500 astrocitos Sigma,RRID:AB477010
rabbit anti-NeulN 1:500 neuronas Millipore, RRID:AB2571567
rabbit anti-S100 1:100 astrocitos Abcam,RRID:AB306716
rabbit anti-Ibal 1:500 microglia Wako,RRID:AB839504
mouse anti-Cre 1:500 Cre-recombinase Millipore, RRID: AB3120
mouse anti-GABAB | 1:500 GABABR Abcam, RRID: AB2256

Tabla 3.1: Anticuerpo primarios.

Posteriormente a 3 lavados de 15 minutos con PBS, las secciones fueron incubadas
con anticuerpos conjugados a Alexa: Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse (1:200, Bioss Inc,
RRID:AB10892893) Pacific Blue Goat anti-rabbit (1:200, Thermo Fisher Scientific, RRID:
AB2539814) Alexa Fluor 647 Goat anti-rabbit (1:200, Thermo Fisher Scientific, RRID:
AB2535813) Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit (1:200, Thermo Fisher Scientific, RRID:
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AB143165) and Alexa Fluor 405 Goat anti-rabbit (1:200, Thermo Fisher Scientific RRID:
AB10680407), en una solucion 0.3 % Triton X-100 y 1 % NGS durante 2 horas a temperatura
ambiente. Finalmente se lavaron y montaron con Vectashield antifading mounting medium

(Vector laboratories).
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Figura 3.7 | La estimulacion con ldser no generan reactividad y dano tisular.
A.TIméagenes ampliadas de rodajas fotoestimulados (sup) y no fotoestimulados (inf) que no muestran cambios
significativos en la morfologia de las células Ibal 4 ubicadas en el area transfectada. Barra de escala, 10 pym.
B. Numero promedio Ibal+/ area después del estimulo de luz para secciones fotoestimulados (barra azul,
303.33 &+ 5.98 células / mm2, n=10 campos, 2 rodajas, 2 ratones) y no fotoestimulados (barra negra, 301.82
+ 7.82 células / mm2, n = 11 campos, 2 rodajas, 2 ratones). T-test no pareado; P= 0,87. Datos se muestran
como media + SEM.

Para estudiar la potencial microgliosis que podria tener lugar en las rodajas agudas
debido a la estimulacion, secciones de 350pum se iluminaron durante 20s con el laser (473
nm) o se mantuvieron en la oscuridad durante el mismo tiempo. Se fijaron mediante 4 %
paraformaldehido (15 min) tras lo que se bloquearon e incubaron (24h; 4°C) con rabbit
anti-Ibal (1:500, Wako, RRID:AB839504) (Figura 3.7).

3.7. Paradigmas comportamentales

En los 4 a 6 dias previos a cualquiera de los test realizados los animales fueron manipula-
dos durante unos 10-20 minutos, de forma que se habituaran a los diferentes procedimientos
entre los que se engloban: ser cogidos de la caja, ensamblaje de fibras 6pticas o del equipo
de registro, vuelta a la caja. Favoreciendo asi que los animales no se encontrasen estresados

cuando iban a realizar los test comportamentales.
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3.7.1. Laberintoen T

En la tarea del laberinto en T (en inglés T-maze) se evaltia un paradigma cognitivo de
alternancia, en el que con el paso de los dias mejora la realizacion de la tarea en base al
aprendizaje que supone estabilidad en la toma elecciéon correcta que implica recompensa.
Los animales se situaron al comienzo del brazo de la T (brazo de inicio, 46x11x10 cm). Cada
ensayo consiste en el recorrido del brazo de inicio hasta la llegada a los brazos de eleccion
(80x11x10 cm), ver Figura 3.8. Cada sesion consiste en 10 repeticiones de: un ensayo muestra
(durante la cual uno de los brazos de la T se encuentra cerrado), de forma que los ratones
solo pueden explorar el brazo seleccionado donde se coloca la recompensa. Seguidamente
el animal se coloca de nuevo al inicio del brazo de la T (20s después de haber recibido la
recompensa), para realizar un ensayo de test durante la cual ambos brazos estaran abiertos
y el animal debera elegir entre visitar el brazo previamente explorado (error, no recompensa)
o el brazo no visitado con anterioridad (acierto, recompensa). La recompensa consistio en
una gota de agua o de leche condensada, respectivamente en animales con deprivaciéon (en
las 6 horas previas al test) de agua o comida. Los 10 ensayos se realizaron seguidos para
cada animal, con un intervalo entre cada uno de 5 minutos. En total los animales realizaron

60 ensayos (10 pruebas al dia).

En aquellos casos en los que los animales estaban implantados con silicon probes se
continuaron sesiones durante 1-3 semanas adicionales que se denominaron de rellamada (o
sesiones post aprendizaje), con el fin de conseguir registrar mas spikes para cada uno de los

animales implantados.

3.7.2. Tareas de reconocimiento de objetos

(i)Localizacion de objetos nuevos (NOL, del inglés Nowel object location) se utilizo para
evaluar el procesamiento cognitivo, se trata de un test habitual utilizado en tareas con impli-
cacion del hipocampo (Resultados 4.1). El test de memoria consistié en 3 fases: habituacion,
fase de muestra y fase de test. Los ratones (6-8 semanas) se habituaron primero a la arena
vacia (L,A,A:50 x 40 x 40 cm) durante 30 minutos. Al dia siguiente, se realiz6 una exposi-
cion a los objetos (muestra) mediante el posicionamiento del ratén en la caja con los objetos
durante 10 min. Después de un periodo de retenciéon de 30 min se volvié a poner al animal
en la caja, listo para la fase de test. La fase de test consisti6é en el cambio en la localizacion

de uno de los objetos (objeto considerado nuevo). Se calcul6 un indice de reconocimiento
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en base a tiempo explorando el nuevo objeto dividido entre el total de tiempo explorando.
El comportamiento de los animales se califico de forma ciega a la condiciéon experimental.
Estos experimentos se realizaron aplicando un protocolo optogenético que consistia en LFS:
5 s luz encendida 10 s luz apagada durante 3 minutos en la fase de muestra, sobre animales

con expresion de melanopsin o vector en astrocitos de hipocampo.

(ii)Identificacion de objetos en espacio o localizacion de objetos, (OIP, del inglés Object
in place) se utilizo para evaluar el rendimiento en relaciéon con la memoria de trabajo pa-
ra reconocimiento de objetos. Requiere de una asociacién entre el objeto y su localizacion
(Gaffan and Parker, 1996; Dix and Aggleton, 1999), de manera que subyacen mecanismos

mediados por CPFm.

Durante la fase de muestra del procedimiento, los ratones se expusieron a 4 objetos
diferentes de los que tienen que fijar su disposicion espacial en el entorno, en la misma arena
mencionada para NOL. Cada ensayo consiste en fase de muestra (5 min), a continuacion,
uno de los objetos se intercambia de lugar con otro, tras lo que pasado un descanso (5 min)
los ratones son expuestos en la fase de test al nuevo contexto (3 min). Estos experimentos
se realizaron sobre animales GABABflox con expresion bilateral en CPFm de GFAPCre (de
ahora en adelante GbKO) como en animales que expresaban melanopsin o vector en CPFm.
Para estos ultimos se aplico el protocolo de estimulacion optogenética Theta-gamma (ver

secciones 1.2.2 para optogenética y 3.8 en referencia a la arena utilizada).

3.7.3. Campo abierto

El Campo abierto (como se conoce del inglés open field) se trata de una arena cuadrada
en color oscuro (30x22x22 cm) que replica la que se usa para la estabulacion de los animales.

Se utiliz6 para estudiar como los animales exploraban libremente.

3.7.4. Laberinto en cruz elevado

Test laberinto + elevado (del inglés Elevated plus maze) se trata de una arena con la
forma de un signo ‘+’ que esté elevado 1 metro sobre el suelo. Presenta 2 brazos abiertos y 2
brazos cerrados, opuestos entre si. Cada brazo tiene 30x10x5 cm de dimensiéon. Al comienzo
del experimento el animal se coloca en el centro, punto de cruce entre los 4 brazos. Cada

test dura 5 minutos y se evalta el tiempo y las veces que el animal visita los brazos abiertos
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(correlacionando con niveles de estrés/ansiedad no elevados) y las veces que visita y tiempo
que se sitta en los brazos cerrados. En esta situacion se evalta el estrés de los animales
puesto que se encuentran expuestos a un conflicto relacionado con su busqueda de novedad

frente a la ansiedad de visitar un brazo abierto.
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3.7.5. Seguimiento de la posiciéon

Para seguir la posiciéon de los ratones en las diferentes arenas de experimentaciéon se
utilizo el sofware Ethovision V11, en aquellos animales en los que exclusivamente el compor-
tamiento con estimulacion optogenética era evaluado. Para los animales en los que se evalud
el comportamiento al mismo tiempo que se realizaban registros electrofisioldgicos se dispuso
de un diodo colocado sobre la cabeza del animal fijado al sistema de registro, posteriormente

se analizaron las posiciones de la luz emitida por el diodo con el uso de NDManager.

Las posiciones se adquirieron para X e Y y fueron y fueron suavizadas con un filtro Gaus-
sian Kernel (SD6) en ventanas de 1 segundo para omitir el ruido generado por variaciones
pequenas en la posicion de la cabeza, y que no implicaran movimientos del animal sobre el

espacio.
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3.8. Analisis de datos

En caso de que se especifique otro Sofware concreto los analisis se realizaron utilizando
rutinas escritas ad hoc para MATLAB (MathWorks), o bien adaptando alguna de las descritas
en (Carus-Cadavieco et al., 2017) o de Wiki- buzcode https://github.com/buzsakilab/

buzcode.

3.8.1. Analisis de senales de calcio

Posteriormente a la adquisicion de las imagenes de calcio se corrigieron los conjuntos
adquiridos para evitar pequenas variaciones que pudiesen surgir por movimientos en el plano

XY utilizando TurboReg (plugin del programa ImagelJ).

Para el andlisis de los regiones de interés (ROIs) de Ca*" correspondientes a la prime-
ra seccion de resultados (4.1) con expresion de GCamp6f y mCherry se procedié como se
detalla a continuacion. La deteccion de ROIs se realiz6 mediante GECIquant de manera
semi-automatica (plugin de ImageJ, (Srinivasan et al., 2015)). El tamano medio de los ROIs
fue de 11.06 4= 0.024 pm?2. Se identificaron y marcaron de manera separada aquellas regiones
correspondientes al soma y a los microdominios. Sobre los ROIs seleccionados se calculd la
fluorescencia (F). Todos los pixeles dentro de cada ROI se promediaron para dar un solo
valor para cada tiempo F(t). Para comparar los cambios relativos en la fluorescencia entre
diferentes ROI, la senal de Ca?" se analiz6 como 0F/F0 =(F(t)-F0)/(F0), a partir de ahora
denominado 0F/F0. FO es el basal de fluorescencia de cada ROI y se defini6 como la fluo-
rescencia minima promedio en ventanas pre-estimulo. Los ROIs sin cambios en la senal de
Ca" durante todo el registro (sefiales por encima de 2 SD de la linea base) se descartaron
(supusieron del total: 14.67 % para melanopsin, 19.34 % para ChR2, y 21.15 % para astrocitos
transfectados con vector; P = 0.701; One-Way ANOVA, post-hoc Dunn’s test). En el caso de
los ratones Ip3r2~/~ infectados con melanopsin un 51.82 % de los astrocitos fueron descar-
tados (astrocitos-wt vs astrocitos-Ip3r2=/~, P=0.012; One-Way ANOVA, post-hoc Dunn’s

test), acorde a otros datos reportados (Agarwal et al., 2017; Srinivasan et al.; 2015).

Un evento de Ca?" se defini6 como una sefial que mostrase valores maximos por encima
de 2 veces la SD de los valores minimos dentro del marco pre-estimulacion, y para aquellos
eventos que aparecian a su vez sobre otro evento, valores méximos de 1.5 veces la SD de la

senal previa. Aquellos eventos con una duraciéon <de 2 imagenes se excluyeron por ser dema-
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siado cortos y poder tratarse de ruido, dado que la sefial de Ca?" es considerada mas lenta.
Para cada uno de los ROIs se analizaron los parametros: frecuencia de eventos, amplitud,
duracion y momento de inicio de la respuesta. El punto de inicio se definié6 como: el altimo
en el cual 0F/F se encontraba por debajo de 1 SD previamente a que un evento ocurriese.
La duracion de los eventos se definié como la mitad de la prominencia de cada pico sobre la

linea basal, (consultar definicion de ROIs en Figura 3.9).

Figura 3.9 /| Definicion de eventos de calcio en
regiones de interés. Ejemplos trazos de dF/F0 a lo lar-
go del tiempo de un proceso con GCaMP6f. Los puntos verdes

indican eventos de Ca?" que se detectaron mediante un procedi-

® Eventosde calcio>2c

miento que se ilustra en el panel de la linea de puntos y descritas

® Ruido<2c en detalle en los Métodos. La linea de puntos verde representa
..... Amplitud evento el umbral de 2 SD de trazo de la linea de base. Se consideraron
Eventos prominentes sobre otros significativos s6lo los maximos locales que cruzaron este umbral.

Se definieron aquellos ROIs que respondian a la estimulacién optogenética selectiva como
los que mostraron al menos 1 evento de Ca?" en los primeros 20s tras el pulso de luz (se
denominaron ‘responding’). Todos los eventos de calcio se sometieron a una inspeccion visual
para evitar aquellos que pudiesen ser principalmente ruido o artefactos. Dada la heterogenei-
dad de las respuestas encontrada en la amplitud de los eventos, se realiz6 una segmentacion
en 3 grupos con el fin de poder estudiar en mas detalle variaciones en la amplitud, es-
ta segmentacion se realizo mediante el codigo k-means de Matlab (de forma que los datos
se subdividieron en 3 grupos mutuamente excluyentes) sobre aquellos ROIs que se habian
denominado previamente ‘activos’ ‘active’, que implicaban un evento de calcio 60s tras el
pulso de luz (72.96 % para melanopsin, y 58.22 % para ChR2). Las imagenes que durante la

adquisicion presentaron artefactos fueron retiradas del analisis.

3.8.2. Analisis de datos de electrofisiologia in wvitro

Los analisis de las células en configuracion de célula entera (o whole-cell) se realizaron

mediante el sofware pClampl0 (Molecular Devices).
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En el caso de los datos relativos a la primera seccion de resultados las respuestas electrofi-
sioldgicas de las neuronas fueron promediadas en puntos de 1 minuto. Las magnitudes de los
cambios de los EPSCs fueron expresadas como la proporcion ( %) de la amplitud respecto a la
linea base control. Aquellas neuronas que mostraron un z-score>2 veces la SD de la linea base

en cuanto a la amplitud del EPSC (pA) se consideraron como células que respondian a la luz.

Sobre las células consideredas con respuesta se estudiaron ademas las modificaciones en
el coeficiente de variacion (CV) del EPSC, tanto para aquellas rodajas que presentaban as-
trocitos infectados con ChR2 o melanopsin. CVNFE = /(SD EPSC2SD noise2/m; donde
SD EPSC2 y SD noise2 son la variancia del pico del EPSC y del basal, respectivamente y

m es la media de la amplitud del pico. El ratio del CV se obtuvo para cada neurona en
control y después de la luz (CV post-protocolo de induccion/CV control (Clements, 1990;
Fernandez de Sevilla et al.; 2002) se representaron graficas en las que se compara la variacion
en la amplitud del EPSC normalizado frente al CV para cada célula. Este tipo de medida
es comunmente utilizada para detectar cambios presinapticos en la liberacion de Nts (Faber
and Kornt). En el caso de aquellas rodajas no infectadas, con vector o animales Ip3r2~/~
transfectados con melanopsin el CV se analizé para todas las neuronas registradas °.

Se monitorizaron los cambios en la corriente mediante el analisis del indice holding: donde i

es el valor en un tiempo dado y b es el valor durante los minutos de registro basal.

HC(i) — HO(b)

HCew =
Cindes = THE T HOD)]

(3.1)

En el caso de los datos pertenecientes a la segunda seccion de resultados (4.2) el analisis
de los IPSCs se realiz6 acorde al mismo procedimiento explicado, agrupando los eventos en

promedios de 30s.

3.8.3. Analisis de datos de electrofisiologia in vivo

Los cambios en las corrientes transmembrana como resultado de la actividad celular su-
ponen la generacion de campos eléctricos. Estos cambios o eventos que tienen lugar en el
cerebro pueden ser explorados mediante el uso de electrodos de metal o vidrio, o por medio
de sondas (probes) multi-canal (las utilizadas en la realizacion de esta tesis doctoral (Neu-

roNexus)) para registrar el potencial de campo. El LFP tiene su origen en las corrientes de

5El CV es una medida de analisis de las respuestas sinépticas que permite la identificacién de los eventos
pre y postsinapticos subyacentes a la plasticidad sinaptica (Martin, 1966; McLachlan, 1978; Faber and Kornt).
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las membranas celulares fluyendo a través del tejido entre un electrodo de registro y un elec-
trodo de referencia. En consecuencia, el LEP es la superposiciéon lineal de todos los procesos
i6nicos de una region determinada: actividad sinéptica, potenciales de accion (Schomburg
et al., 2012), espigas de calcio, corrientes intrinsecas (Llinas, 1988). Las caracteristicas del
LFP dependen de la contribuciéon temporal de dichos procesos i6nicos, la localizacion de los

electrodos de registro y la geometria del tejido cerebral (revisado en (Buzsiki et al.; 2012)).

Uno de los mayores avances que aportan las técnicas de registro extracelular de campo
es que a diferencia de otros métodos utilizados para investigar la actividad de las redes ce-
rebrales, las propiedades biofisicas que subyacen esta técnica son bien conocidas (Buzsiki et
al., 2012). Esto ha permitido hacer lecturas realistas de como las corrientes transmembrana
dan lugar al potencial eléctrico registrado. El registro del LFP aporta informacion relevante
para entender como los ritmos cerebrales coordinan los grupos neuronales en las estructuras
del cerebro y pueden aportar informacién no solo de los mecanismos que subyacen el com-
portamiento fisiologico, sino de los que llevan a situaciones patoldgicas. La magnitud de las
corrientes extracelulares depende criticamente de dos factores: la organizacion citoarquitec-
tonica de la red y la sincronizaciéon temporal de los diversos sumideros y fuentes de corriente
(Buzsaki et al., 2012). Por ello, los avances en los métodos computacionales de analisis han
permitido rescatar informacion oscilatoria de los registros de LFP, siendo estas una propiedad
emergente ° consecuencia de la integraciéon de los muchos y diversos procesos individuales
(Liebe et al., 2012; Mehring et al., 2003; Womelsdorf et al., 2006) que tienen lugar durante
el procesamiento de informacion, y por tanto su entendimiento podria ser fundamental para
estudios de conectividad locales y entre areas, aportando informaciéon sobre los mecanismos

que pueden subyacer la correcta funcionalidad cerebral (Sohal, 2016).

Por lo tanto, el registro de la senales por medio de un microelectrodo produce la senal
maés informativa (por el momento) para estudiar las fluctuaciones corticales. Muchos puntos
de registro, con distancias cortas entre si, son necesarios para lograr una alta resolucion
espacial. Asi, el uso de silicon probes ha supuesto un gran avance, ya que suponen el registro
de distintas poblaciones de neuronas en un pequeno volumen. El analisis de las dinamicas
en cada uno de los puntos de registro aporta informacion espacial sobre la actividad de cada
poblacion neuronal con un correlato espacial. Ademas, los tltimos avances son los electrodos

basados en la tecnologia complementaria de semiconductores de 6xido metalico (CMOS),

6Una propiedad emergente es una caracteristica que presenta un sistema complejo, pero que los miembros
individuales no.
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como las sondas Neuropizels, que prometen revolucionar el campo de la electrofisiologia in
vivo. Proporcionan alrededor de 1000 sitios de registro con amplificaciéon, multiplexacion y
digitalizacion in situ, permitiendo disminuir los niveles de ruido (Jun et al., 2017; Steinmetz

et al., 2018).

A B 100 10 uv 1 01
Registros potencial de campo (LFP) [ |
_ 4 | 3
Nt PN NN\ SN eperr N
: i
WWWWV i
Y N S Vi
. . vvy
T MAPN AL A AN
N AN g e, A
T i
N\
HINN

W\ i Vo .
= Wikes \,(i\,l:fw &,\,,,.m\,, » C

Intracelular (célula unitaria)
f =
| 5 |
/ d"“‘l\/’"

Figura 3.10 /| Potencial de Campo (Local Field Potential). A. Registros de ejemplo de

potencial de campo (LFP, azul). Registro de una cé¢lula unitaria (verde). B. Contribucion extracelular de
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un potencial de accion al LFP en las proximidades de la célula piramidal. El rango de voltaje de pico a
pico se indica por el color. Notese que la amplitud del pico disminuye rapidamente con la distancia desde
el soma. C. Cross-correlograma de representacion de una conexiéon monosinaptica entre una interneurona
(rojo) y una célula piramidal (azul). Linea azul representa el potencial de membrana de la célula piramidal

simultaneamente registrada extracelularmente. Adaptada de (Buzsdiki et al., 2012)

Los potenciales de accion (PAs) que disparan las neuronas y que causan amplios poten-
ciales transmembrana en la proximidad al cuerpo celular, pueden ser también medidos a nivel
extracelular con este tipo de aproximaciones. El registro de este tipo de actividad recibe el
nombre de actividad unitaria o registro de spikes, donde el tamano de la actividad regis-
trada dependera de la proximidad al electrodo del soma de la neurona (Harris et al.; 2000;
Buzsaki and Wang, 2012). Las neuronas del mismo tipo generan PA esencialmente idénticos
por lo que puede resultar una dificil tarea la de identificar una neurona en concreto entre el
total de PAs registrados extracelularmente. En este aspecto, también ha sido fundamental
el desarrollo de silicon-probes de alta densidad, que han permitido minimizar el dano el en
tejido al mismo tiempo que estas probes multi-canal permiten una distribuciéon geométrica

de sus puntos de registro lo cual hace posible determinar la actividad de neuronas aisladas
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(Csicsvari et al., 2003; Buzsaki, 2009).

Considerando estas propiedades, en esta tesis, se utilizaron los pardmetros establecidos
en (Fujisawa et al., 2008; Senzai et al., 2019; Buzsaki et al.; 2012), y se aislaron neuronas
individuales, denominadas unidades, distinguiendo células principales glutamatérgicas (PC)
e interneuronas, que permitieron el posterior analisis detallado de la contribucion al LFP y

a los fendmenos observados, de poblaciones celulares concretas.

Posteriormente a la adquisicion de los datos se realizd6 un preprocesamiento mediante
el programa NDManager (Neurophysiological Data Manager (Hazan et al., 2006), http:
//neurosuite.sourceforge.net). Este proceso incluye para el LFP una disminucion de
la frecuencia de muestreo de la senal adquirida a 1250 Hz, con la que posteriormente se
trabajo en MATLAB. Para el caso de la actividad unitaria (spikes) se realiz6 una agru-
pacion por medio del sofware automatizado y validado KlustaKwik (Harris et al.; 2000)
http://klusta-team.github.io/klustakwik/. Esto tuvo como resultado la agrupacion
de las spikes en grupos ( clusters) pertenecientes a la misma neurona, el anélisis automatico
es realizado en base a los componentes principales (PCA) de la waveform de cada PA (Buz-
séki, 2009)).

B Spike sorting Para el analisis de las unidades (spikes) se prosigui6 con un ajuste manual
de estos grupos mediante el uso de Klusters (Hazan et al.; 2000), para tratar de mejorar
la agrupacion dada por el método automético, que tiende a sobreagrupar. A través de
una inspeccion visual que permite descartar aquellas senales ruidosas y artefactos y
agrupar los clusters pertenecientes a la misma neurona mediante la visualizacion de
los auto-correlogramas (ACGs). Aquellas unidades con un periodo refractario limpio
(2ms) y algunas multiunidades poco contaminadas con AAG claros se utilizaron para
continuar con el andlisis. Mediante la inspeccion visual de los AAG y la forma de la
waveform, junto con una inspeccién de los cross-correlogramas con las neuronas que
se encontraban en el mismo shank, se clasificaron las spikes previamente aisladas en
excitadoras e inhibidoras siguiendo las caracteristicas propuestas en (Bartho et al.,
2004; Hazan et al., 2006; Fujisawa et al., 2008) (ver Figura 3.11). Las interneuronas
putativas tienen waveforms mas estrechas, lo que indica un retorno més rapido al
basal (Rummell et al.; 2016). Estas neuronas se utilizaron para analizar la frecuencia

de disparo durante los diferentes eventos comportamentales en los distintos animales
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estudiados mediante rutinas escritas en Matlab2018b.
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Figura 3.11 |/ Clasificacion de las neuronas unitarias/(spikes) en excitadoras
e tnhibidoras. Se muestran ACGs para neuronas excitadoras (azul) e inhibidoras (rojo) junto con sus

waveforms que han permitido su clasificacion en estos dos grupos.

En el caso del LFP, posteriormente al preprocesamiento la senal de 1250 Hz se analizo
por medio de Matlab 7.

B Filtrado Se aplicaron filtros para extraer las senales oscilatorias de interés. Los com-
ponentes de frecuencia no deseados para cada analisis se filtraron mediante un filtro
digital, Chebyshev tipo II. El filtro Chebyshev de tipo II ha mostrado la ventaja de
presentar frecuencias de ripples en la stopband en lugar de la passband (como ocurre
en los de tipo I). En todos los pasos de filtrado, la atenuacion de la stopband se definio

como 20dB y el orden a 4.

B Filtros de velocidad Todos los datos de comportamiento se extrajeron filtrando a 3-20

cm/s para la exploracion.

B Analisis de la potencia espectral
-Fourier transform (FFT): se utilizo para calcular la distribucion del espectro en los
casos en los que no se requeria de la informacion temporal (durante los periodos de

descanso de la tarea). Se definié X como la senal de entrada, e Y como la obtenida tras

7 Analisis de LFP se hicieron junto con Julio Esparza.
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FFT. Y=ft(X). Después Y se dividi6 por la duracion total de la senal,

e () ()] e

Finalmente se tomaron algoritmos sobre la senal, para convertir los valores final a dB

En el procesamiento de senales, el ruido blanco (del inglés whitening) significa que
la senal tiene todas las frecuencias con la misma intensidad de tal manera que tiene
una densidad espectral de potencia constante. Para calcular el peso espectral de cada

frecuencia, cada una de ellas se dividié por la suma de los valores de la senal total.

Py

sum(Py) (3:4)

Pwhiteninge =

-Multi-Taper Method: permite estimar el espectro de potencia S(X) de un proceso
aleatorio de varianza finita estacionaria X. Se emple6 para reducir el sesgo en la esti-
maciéon mediante la obtenciéon de multiples estimaciones independientes de la misma
muestra. Se calcul6 la potencia espectral mediante la funcién del toolbox Chronux mts-
pectrume.m. Los parametros utilizados fueron ventanas de 1s con un tapers de [3 5] y
un rango de frecuencias de 1 a 120 Hz. El tiempo se asigné a posiciones en la arena del
laberinto en T linearizado.

Sobre la senal estimada se realizaron rangos para el analisis estadistico del LFP, theta
[4 10], gamma [30, 60] Hz y HFO [80, 120].

-Wavelet Transform: se emple6 una Wavelet de tipo Morlet ® para la localizacion
de frecuencias en el tiempo, con 5 ciclos basado en cédigo de BuzsédkilLab https:
//github.com/buzsakilab. Para una vision mas detallada se puede consultar (Cohen,
2014; Cohen et al., 2009; Polikar, 2006).

Las ventanas gausianas se crean para el seno de frecuencia especifica mediante

windowgqyss = a - e(%) (3.5)

Donde, a, amplitud de la Gaussiana, t es el tiempo, m es un desplazamiento del eje x,

8Es un seno en ventanas de Gaussianas.
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y s es la desviacion estandar. El niimero de ciclos se establecid en 5 y s se define como

n

donde n es el nimero de ciclos (IK<umar and Foufoula-Georgiou, 1997)

B Analisis de acoplamiento fase-amplitud (del inglés, phase-amplitud coupling PAC): se
utilizé para medir el conocido como cross-frequency coupling . Se estudié la relaciéon
theta-gamma durante el t-maze especificamente en los test considerados como trials. Se
selecciond la frecuencia de fase como [4 10] Hz (theta) y la amplitud en las frecuencias
de [30 60] Hz (gamma). El grafico para la frecuencia se calcula de la siguiente manera:
del LFP solo aquellos segmentos cuya ratio theta/delta (theta [4 10] Hz, delta [1 4]
Hz)(Figura 3.12) son mayores que 3 se seleccionan. Al hacerlo, nos aseguramos de que
cualquier variaciéon en las distribuciones de amplitud de fase de diferentes ratones se

deba a cambios en el propio gamma.
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Figura 3.12 / Epocas Theta/Delta. Se muestran para los distintos grupos de animales (GbWT y
GbKO) por separado en trials correctos e incorrectos los valores para la velocidad media, el ratio theta/delta
y la duracion de media de las épocas theta/delta. Notese que no se aprecian diferencias entre trials correctos

(verde) e incorrectos (rojo) ni entre grupos de animales.

El LFP se filtra con un filtro de paso de banda Chebyshev tipo II (paso de [4 10]
Hz) para mantener solo las frecuencias para los componentes de fase de la LFP y la
transformada de Hilbert se calcula para extraer el vector de tiempo de fase de esa
banda de frecuencias. Finalmente se calcula la Wavelet transform para el LFP original

donde la amplitud en el rango [30, 60] Hz se selecciona, se realiza la media de bins de

9Se trata de la relacion entre la fase de la frecuencia de una banda y la potencia de otra frecuencia,
generalmente esta tltima una frecuencia més alta.
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50, obteniendo una matriz que contiene la amplitud de gamma para cada fase de theta.
-Transformada de Hilbert: los resultados que los rendimientos de las transformaciones
de Hilbert corresponden a los componentes de frecuencia filtrados con el filtro de paso
de banda (en la banda de interés, previo al calculo de la transformada). Transformada
de Hilbert de una senal s(t) que se define como la transformaciéon en la que el angulo
de fase de todos los componentes de la senal se desplaza por 90°. La transformacion

Hilbert de s(t) se representa como
5(t) = s(t) + 7s(t) (3.7)

La transformada de Hilbert con componentes reales devuelve una senal compleja de la

que se puede extraer la amplitud y la fase.

qw:l/m:ng (3.8)

Tr—OO

donde s(t) es la senal de valor real original y §(t) es su transformada de Hilbert. La

senal analitica que se obtiene, sA(t), puede expresarse en notacion exponencial:
sa(t) = A(t)e??® (3.9)

(Buzséki and Wang, 2012)

B Actividad neuronal durante la tarea
Para estudiar la actividad de las neuronas durante la tarea se estudio la distribucion
de las spikes previamente clasificadas: el tiempo se dividié en bins de 1 segundo y to-
dos los ensayos se alinearon de manera que coincidiesen los puntos de inflexién en el
T-maze (giro izquierda o derecha en la arena). A continuacion, se calculé el namero de
spikes que dispar6 la neurona en cada uno de los casos (para las pruebas correctas e

incorrectas por separado).

La frecuencia de disparo de cada neurona en cada momento se dividié entre la maxima
tasa de disparo. Las neuronas se clasificaron en dos poblaciones acorde al siguiente
criterio:

-Poblaciéon que aumentaba: se consideraron pertenecientes a esta poblacion aquellas
neuronas que disparaban al menos 1.5 veces en durante la zona de decisiéon sobre el

disparo que tenia lugar durante el basal (considerando este desde el inicio hasta la
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zona de toma de decisiones, DZ). Otro de los requerimientos fue que la tasa de disparo
normalizada durante el basal tenfa que ser al menos 0.6, después de la zona de decision
0.2.

-Poblacion que disminufa: una neurona era considerada de esta poblacion si su media
de disparo en la DZ era al menos 0.5 veces la media de disparo durante el basal. Ade-

més la media de disparo durante el basal tenia que ser al menos 0.2.

B Preferencia a la fase de gamma La preferencia de fase de disparo se calcul6 en las
neuronas durante los ensayos de test del T-maze. En primer lugar, a partir de la senal
del LEP, se escogieron los segmentos theta/delta de un cierto umbral (mayor a 3), para
asegurarse de que las variaciones en gamma no son causadas por la modulacion theta.
En segundo lugar, se filtré la senal en la banda gamma. A continuaciéon se calculd
el umbral de potencia para la deteccion de gamma épocas definida como la potencia
media del LFP de gamma mas el doble de la desviacion estandar. Se establecié una
duracion minima de los ciclos de gamma definida como 2 ciclos de la frecuencia mas
rapida en la banda. Finalmente de estas épocas detectadas de gamma durante los en-
sayos de test del T-maze, se consideraron aquellas neuronas que disparaban al menos
<30 PAs durante este trial y se observo su preferencia de fase durante estas épocas de

gamma. La fase del LFP se calcula mediante la transformada de Hilbert.

Las oscilaciones gamma se detectaron entre 30-60 Hz. Considerando aquellas ampli-
tudes que superaban 2SD y de una duracién de al menos 25ms como épocas en esta
frecuencia (Csicsvari et al., 2003). El comienzo y el final de estas épocas de gamma se
definieron como aquellos puntos en los que la amplitud disminuia por debajo de 1SD.
La fase de gamma se calcul6 sobre las épocas detectadas como se ha descrito en (Wulff
et al., 2009; Korotkova et al., 2010).

Debido a que posibles asimetrias de los ciclos de oscilacion pueden causar diferencias
en el niamero de ciclos y por tanto generar bias en los histogramas de fase (Sirota
et al., 2008), la uniformidad de estas fases de gamma y su distribucién se estudio
usando el test de Rayleigh. Sélo se consideraron las neuronas que habian disparado al
menos 30 veces durante las épocas gamma detectadas (regiones de la LFP en las que la
potencia gamma estaba por encima del umbral previamente definido) para realizar los

calculos adicionales y garantizar que el histograma resultante fuera representativo del
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comportamiento de las neuronas. Por ultimo, la fase se agrup6 en 10 bins y se calcul6

el histograma (con el nimero de PAs disparados).

3.8.4. Analisis histolégicos y de co-localizaciéon

Se estudio la co-localizacion del reportero de mCherry como marcador de las diferentes

opsinas que se utilizaron para astrocitos, con marcadores astrocitarios y neuronales °.

Se obtuvieron secciones 6pticas individuales (0.8um), por medio de un objetivo de in-
mersion en aceite 63x 1.40 NA. Se utilizo el plugin Intensity Correlation Analysis (ICA) de
ImageJ para un anélisis cuantitativo de colocalizaciéon. Ademas tras la aplicaciéon de una
sustraccion de fondo previa a la aplicacion del plugin se realizo la medida del coeficiente de
correlacion de Pearson, dato obtenido dentro del mismo anélisis. Para un anélisis cualitativo
de colocalizacion de mCherry con astrocitos, se obtuvieron z-stacks de imagenes tomadas con
un grosor de 10um obtenidas a través de un objetivo de inmersion en aceite 40x 1.25NA. Se
utilizaron S100 y NeuN como marcadores astrocitarios y neuronales, respectivamente, para

cuantificar el nimero de células con doble marcaje (mCherry-S100 o mCherry-NeuNN).

Ademas para investigar la posible microgliosis causada por la infecciéon viral se tomaron
las imagenes de Ibal previamente preparadas. Proyecciones maximas en z de 10um de grosor
se obtuvieron por medio de objetivo de inmersién en aceite 40x 1.25NA. Para estudiar la
posible astrogliosis inducida por inyecciones virales, se tomaron imagenes de las secciones
marcadas con GFAP a través de un objetivo de inmersion en aceite 40x 1.25NA. Sobre las
imégenes (10 pym de grosor) se aplicé una méascara para las cuantificaciones (Figura en apar-
tado 4.1).

Para el analisis de los niveles de expresion de mCherry expresados por los diferentes vi-
rus se utilizaron proyecciones maximas de z-stacks ' (8um grosor) obtenidos con objetivo
de inmersion 63x 1.40 NA (zoom digital= 2x). Después de establecer un umbral para las
imagenes se realizO una mascara que se aplico sobre las diferentes imagenes de las cuales
se habia previamente sustraido el fondo. Los valores de fluorescencia se expresaron como

valores medios para los diferentes astrocitos infectados con cada uno de los virus.

10 An4lisis se la primera seccién de resultados se realizaron junto con Jorge Ramirez-Franco.
Hpombraremos asi al conjunto de imagenes de un plano z apiladas.
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Con respecto a la segunda parte de resultados se estudi6 la correlacion entre la infec-
cién y el comportamiento de los animales infectados 4.2 2. Las imagenes se obtuvieron
por microscopia confocal (LSM 710, Zeiss, Carl Zeiss AG, Jena) utilizando un objetivo 40x
(Plan-Aprochomat 40x/1, 4 Oil DIC (UV) VIS-IR M 27). Las stacks-Z de imégenes se to-
maron a intervalos de 0,5 mm y se procesaron con ImageJ. Estas imagenes fueron analizadas
y segmentadas con MATLAB. Un algoritmo basado en cluster K-means, con el nimero de
clusteres establecido en 5 (Dima et al., 2011; Jain and Dubes,; 1988) fue desarrollado para
separar el fondo de la fluorescencia de infeccion. Para cada rodaja, las méscaras manuales
debian delinear el area para ser considerada como CPFm usando el atlas cerebral de ratéon
(Paxinos and Franklin, 2012). Después de haber detectado la infeccion contenida en cada
rodaja (referida al punto de referencia de Bregma), la infeccion total en la CPFm (de Bregma
3.00 mm a Bregma 2.00 mm) se estim6 a través de interpolacion gaussiana multiple (Reyes
et al., 2018). La infeccion total se comparé con el numero de ensayos erroneos de 10 durante

el 4o dia de la tarea (sesion 4).

3.8.5. Procedimientos estadisticos

Los datos se expresaron como el promedio + el error estandar de la media (SEM) indi-
candose en cada caso el nimero de datos (n) o bien en formato de cajas de barra y bigotes
con la representaciéon de la mediana. Los datos se analizaron utilizando test correspondien-
tes al analisis de normalidad de los datos y acorde al diseno experimental y la estructura
de los datos adquiridos, en cada caso se indican los estadisticos empleados. El tamano de
las muestras se determiné acorde a los valores aceptados en la literatura para cada caso.
La normalidad de la muestra se testo mediante el uso de los tests Kolmogorov-Smirnov o

D’Agostino-Pearson.

Las diferencias significativas se representaron de la siguiente manera: p <0.05 (*), p <0.01
(**f), y p <0.001 (**).

12E] analisis histolégico de los datos de la seccién de resultados de la segunda parte se realizé junto con
Cristina Sanchez-Puelles.
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4.1. Melanopsin controla de forma precisa las redes neuro-

gliales

Considerando la relacion entre la actividad de los receptores metabotropicos (GPCRs),
la senalizacion de Ca?" intracelular en astrocitos y la liberacion de gliotransmisores, el desa-
rrollo de nuevas herramientas Opticas basadas en la activaciéon de GPCRs, que permitan
recapitular las respuestas endogenas de los astrocitos con un alto grado de precision tempo-
ral, suponen un reto en el estudio de la senalizacién astrocito-neurona y sus consecuencias

en los distintos circuitos cerebrales.

Por tanto, uno de los objetivos de esta tesis ha sido ampliar las herramientas disponibles
que permitan un control rapido de la senalizaciéon astrocitaria. Nos centramos en el uso y
caracterizacion de melanopsin. Se trata de un fotopigmento acoplado a proteinas G expresado
por un subconjunto de células de ganglionares de la retina de mamiferos, que presenta un
pico de absorciéon de alrededor de 470 a 480 nm (Hatori and Panda, 2010; Hattar et al.,
2002; Sexton et al., 2012). A diferencia de las opsinas derivadas de algas que forman canales
i6nicos (Zhang et al., 2011), melanopsin se acopla a proteinas Gq para activar la via de PLC,
lo que lleva a la sefializacion de IP3 y a la elevacion de los niveles intracelulares de Ca?*t
(Panda et al.; 2005). Las similitudes de melanopsin con otras GPCRs acopladas con Gq para
neurotransmisores, entre los que se incluyen betal-adrenérgico, colinérgico-M1 y el grupo de
receptores mGluR1, la convierten en una herramienta 6ptica adecuada para la estimulacion

selectiva de los astrocitos.

79
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4.1.1. Melanopsin: nueva herramienta optogenética para el control

de calcio astrocitario

Con el fin de investigar la capacidad de melanopsin para modular la senalizacion de Ca®"
en los astrocitos, el gen para la opsina (Opn4-Humana melanopsin) se fusion6 con el promotor
para la proteina GFAP, caracteristica de astrocitos, y se expres6 en astrocitos de la region
de hipocampo mediante una estrategia basada en virus adeno-asociados (AAV)(AAV2/5-
GFAP-Melanopsin-mCherry; Figura 4.1,4.4), (ver Capitulo Materiales y Métodos 3.2.1).

Para determinar las caracteristicas de la transfeccion de melanopsin en astrocitos (Figuras
4.1, y Capitulo de Materiales y Métodos) se analizaron mediante estudios cuantitativos y
cualitativos distintos pardmetros que muestran la especificidad de las expresion en este tipo

celular a través del reportero mCherry (Figura 4.1), y su colocalizaciéon con el marcador

0.2 4 mCherry:s100
mCherry:NeuN

0.0 1

Coeficiente de
correlacion Pearson

| mCherry:s100 = |mCherry:NeuN

-
N D OO 0O O
O O O O o

o

Porcentaje células
mCherry+

s100 NeuN

Figura 4.1 /| Estrategia viral con melanopsin y expresion selectiva en astrocitos.
A. Sup, Detalle de imagenes confocales de un astrocito expresando Melanopsin-mCherry (rojo) junto con
neuronas piramidales de CA1. S100 marcador astrocitario (rosa), y marcador neuronal NeuN (verde), DAPI
(azul). Inf, combinado de las distintas imégenes, correlacion positiva para mCherry:S100 (amarillo) y una
correlacion negativa para mCherry: NeuN (azul), lo que indica la selectividad de la expresion de melanopsin
en astrocitos. Escala 20 um. B. Promedio del coeficiente de correlacion de Pearson (33 campos; 6 rodajas 2
ratones; mCherry: S100 = 0,25 £ 0,01; mCherry: NeuN = -0,14+ 0,01). El coeficiente de correlacion negativo
de Pearson para mCherry: NeulN indica la expresion restringida de melanopsin en los astrocitos.C. el 93,80 +
2,91 % de las células positivas de mCherry también fueron positivas para S100 (75/79; 6 rodajas, 2 ratones),

mientras que ninguna de las células positivas de mCherry fue positiva para NeuN (0/79; 6 rodajas 2 ratones).

astrocitario S100 y no con el marcador neuronal NeuN.
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Se realiz6 un estudio de la distribuciéon de la expresion de melanopsin-mCherry a lo largo

de la superficie celular de los astrocitos (Figura 4.2, paneles A-F).
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Figura 4.2 | Distribucion de la expresion de melanopsin en astrocitos. A. Izda,
colocalizacién mCherry (rojo) con DAPI (azul) en astrocito transfectado con melanopsin. Dcha, méscara uti-
lizada para el analisis de trazado de lineas sobre procesos. Escala 10 pm. B. Anélisis de procesos individuales
representados en el panel A. C. Perfil medio de los niveles de fluorescencia en las regiones mas cercanas al
soma y la senal de fluorescencia a lo largo de los procesos. D. Izda, Imagen de un astrocito transfectado
con melanopsin rodeado de nicleos (marcados con DAPI) y mostrando prolongaciones celulares en contacto
con un vaso (pies vasculares). Dcha, méascara utilizada para el anéalisis de trazado de lineas de los procesos
astrocitarios y de los pies vasculares. Escala 10 um E. Anélisis de de la fluorescencia en los segmentos celu-
lares marcados en D. F. Izda, intensidad media de fluorescencia mostrada por regiones somaéticas (proceso
proximal medido a 0,5 um del Soma), procesos (regiones situadas entre 10 y 20 ym al Soma) y pies vasculares
como se muestra en el panel D (trazo naranja). Regiones somaticas: 61,21 £+ 2,20; n=102 de 8 astrocitos.
Procesos: 23, 63 + 0,86; n= 102, 8 astrocitos. Pies vasculares: 42,01 £+ 2,35 a.u.; n=31, 8 astrocitos. Dcha,
valores maximos de intensidad de fluorescencia. Procesos: 105,89 + 3,62 a.u; Regiones sométicas: 82,51 +
3,14 a.u; Pies Vasculares: 71,10 + 3,69 a.u (procesos frente a regiones soméaticas: p <0,001; procesos frente a
pies-vasculares: p <0,001; Regiones sométicas frente a pies-vasculares: p=0,27). One-way ANOVA, post hoc
Tukey —Kramer. ** p <0,01, % % *xp <0,001. Datos se muestran como media + SEM.

La expresion tenfa lugar en todo el cuerpo celular, marcando el soma, procesos y pies
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vasculares. Observamos que los niveles de mayor fluorescencia de mCherry se encontraban
en los procesos en lugar del soma o los pies vasculares, indicando una posicién adecuada de

melanopsin para simular la expresion endogena de los GPCRs, proxima a las sinapsis.

Se analiz6 si la transfeccion viral o la propia expresion de melanopsin por parte de los
astrocitos podia inducir procesos inflamatorios en la region de estudio (Shigetomi et al.,
2013)(Figura 4.3). En analisis de los niveles de expresion de Ibal+ (marcador de activacion
microglial), un indicador de respuesta inflamatoria y reactividad glial en el tejido, eran
similares en secciones de hipocampo de animales transfectados con el virus control (GFAP-
mCherry; vector) y animales transfectados con melanopsin; mostrando ademés valores de

expresion de Ibal comparables a animales silvestres (sin transfectar) (Figura 4.3).

1ba1 mCherrv

AAV-melanopsin

AAV-vector
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Figura 4.3 /| La expresion de AAVs no promueve la activacion microglial. A.

Marcaje de Ibal en ratones con melanopsin-mCherry, vector-mCherry, silvestres y tratados con LPS. Ibal

Numero células
Iba1* cells/mm?

(verde), mCherry (rojo) y DAPI (azul). Escala, 50 pym. Ibal se analiz6 15 dias tras la inyeccion viral. B.
Numero de células Ibal+ en funciéon del area de estudio. No se observan cambios significativos en el uso
de agentes virales respecto a la situacion silvestre (sin transfectar). Sin embargo, LPS produce un marcado
incremento acorde con la respuesta inflamatoria generada por este agente. AAV-Melanopsin: 177,58 + 9,14
cel/mm2,; 11 campos, 5 rodajas, 2 ratones; AAV-vector: 171,11 + 3,85 cél/mm2, 9 campos, 4 rodajas, 2
ratones; Naive: 182,50 + 4,50 células/mm2; 8 campos, 4 rodajas, 1 raton; LPS: 590,37 + 14,19 cél/mm2, 9
campos, 5 rodajas, 2 ratones. ANOVA one-way, post hoc Tukey-Kramer. ** P<0,01. T-test; P= 0,87. Datos

se muestran como media + SEM.

Para testar una respuesta inflamatoria en nuestras condiciones, un grupo de animales
fueron tratados con lipopolisacarido (LPS), descrito como agente proinflamatorio (da Cun-
ha Franceschi et al., 2017). Asi, se observd que 24h después de la inyeccion hipocampal de
LPS aumentaron de forma significativa los niveles de expresion de Ibal respecto a todas las
condiciones (Figura 4.3); indicando que las transfecciones virales realizadas en este estudio

no supusieron reactividad microglial ni procesos inflamatorios de relevancia.

Una vez establecida la selectividad de la expresion viral de melanopsin, procedimos a
comprobar la funcionalidad de este fotopigmento para modular la sefializacion por Ca?" as-

trocitaria.

Las senales de Ca*" se monitorizaron mediante el indicador de Ca*" (GECI) Lck-GCaMP6H,
indicador codificado genéticamente, mediante la fusion al promotor GFAP. La co-expresiéon
de particulas virales que contienen Lck-Geamp6 y melanopsin (relacion de particulas virales
1:1, en una misma inyeccion, ver 3.2.1 y Figura 4.4) fue dirigida a la region de CAl de
hipocampo. La expresion de Lck-GCaMP6f revel6 la naturaleza altamente ramificada de los
astrocitos, marcando los procesos finos (Shigetomi et al., 2013), donde se centrd el analisis

de los eventos Ca?". Para el analisis de las sefiales de Ca?*", solo se consideraron astrocitos



CAPITULO 4. RESULTADOS 84

que mostraban tanto el marcaje para mCherry-Melanopsin como Lck-GCaMP6f.

Las sefiales de Ca®" se monitorizaron mediante el indicador de Ca®" (GECI) Lck-GCaMP6f,
indicador codificado genéticamente, mediante la fusién al promotor GFAP. La co-expresion
de particulas virales que contienen Lck-Geamp6 y melanopsin (relacion de particulas virales
1:1, en una misma inyeccion, ver 3.2.1 y Figura 4.4) fue dirigida a la region de CAl de
hipocampo. La expresion de Lck-GCaMP6f revelo la naturaleza altamente ramificada de los
astrocitos, marcando los procesos finos (Shigetomi et al., 2013), donde se centrd el analisis
de los eventos Ca?". Para el analisis de las sefiales de Ca?", solo se consideraron astrocitos

que mostraban tanto el marcaje para mCherry-Melanopsin como Lck-GCaMP6f.
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Figura 4.4 | Co-expresion de melanopsin y GCaMP6 en astrocitos. A. Esque-
ma del enfoque experimental. Sup, transfeccion viral de AAV2/5-GFAP-LckGCaMP6f y AAV2/5-GFAP-

Melanopsin-mCherry en hipocampo. Inf, rodaja hipocampal bajo microscopio 2 fotones. B. Inmunocitoqui-

w)

100
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o

Porcentaje de
células mCherry*

o

mica de Melanopsin-mCherry, GCaMP6f, y GFAP en rodajas de hipocampo;Escala, 50 pm. C., una imagen
ampliada del mismo campo. Merge, incluye NeuN (rosa). Escala 10 ym. D Porcentaje de células positivas
para GFAP (98,72 4+ 0,88 %), GCaMPG6f (90,424 3,23 %) y células NeuN—+ (0 %) colocalizando con mCherry
(n=138; 12 campos; 2 ratones).

Tras la estimulacion de melanopsin con luz azul (473 nm), los astrocitos mostraron au-
mentos robustos de Ca" en los procesos y en el cuerpo celular (soma), denominados regiones
de interés (ROIs, del inglés region of interests) (Figura 4.5). Utilizando protocolos de luz de

duracion variable se caracterizé la capacidad de melanopsin para inducir respuestas de Ca?".
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Figura 4.5 | La expresion de melanopsin en astrocitos estimula la senalizacion
Ca®". A. Sup, astrocito GCaMP6f-Melanopsin y mostrando los microdominios identificados. Inf, trazos
representativos Ca?" (20s estimulacion; barra). Escala, 15 um; 3 deltaF/F, 50 s. B. Grafico representativo
de la actividad de ROIs (sup, n=450) y actividad poblacional promedio ante luz 20s (inf, n=1.213). C. Sup,
Frecuencia de eventos (1s, n=714; 5s, n=757; 10s, n=1.135; 20s, n=1.213; 41 rodajas de nueve ratones).
Inf, %ROIs que mostraron 1 evento durante los primeros 20s después de la luz (1s n=313; 5s n = 331; 10s
n=697; 20s n = 891). D. Izda. Analisis respuestas soméaticas con Lck-GCaMP6f,(1s: n=10; 5s: n=10; 10 s:
n = 22; 20 s: n=19; 41 rodajas de nueve ratones). Basal vs poststim 10s, p=0,034; 20s, p=0,043; analisis
ANOVA two-way, post hoc Tukey—Kramer. Dcha, Analisis en microdominios (1s, n=714 de 877 (81,42 %); 5s,
n=757 939 (80,62 %); 10s, =1.135 de 1.326 (85,60 %); 20 s, n=1.213 de 1.333 (90,99 %); 41 rodajas 9 ratones).
* p<0,05, ** p<0,01 ***4 p<0,001; ANOVA two-way, post hoc Tukey—Kramer. E Cambios normalizados
en la frecuencia, amplitud y anchura de los eventos en microdominios frente al basal. Ajuste lineal entre

diferentes condiciones de estimulos (R2). Datos se muestran como media + SEM.
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El analisis de estas respuestas indicdé que pulsos de luz de duracion 1, 5, 10, 20 s eran
eficaces en aumentar la frecuencia de eventos Ca?" en tanto en el soma como en los mi-
crodominios (regiones discretas de los procesos astrocitarios, ver Materiales y Métodos).
Asimismo, la duracién de los eventos de Ca?" en los microdominios se vio disminuida en
respuesta a la estimulacion con pulsos de luz de larga duracion (10, 20 s) (1s: 4,76 + 0,2 s; 20
s: 4,34 £+ 0,12; P<0,001; Panel D Figura 4.5). Sin embargo, las respuestas registradas en el
soma no mostraron cambios significativos tras la estimulaciéon con los diferentes protocolos
(Fig. 1.5D). Por su parte, la amplitud de los eventos Ca®" no estuvo afectada por el la esti-

mulacién con distintos pulsos de luz tanto en el soma como en los microdominios (Figura 4.5).

Dadas las caracteristicas de la expresion de Lck-GCaMP6f nos centramos en el anélisis
de los eventos de Ca?" en los microdominios. Se observo que los diferentes pulsos de luz
inducen un pico de respuesta maxima similar, unos 3s después del final del estimulo (Figura
4.5C); sin embargo, estimulos de luz de mayor duracién aumentaban el nimero de ROIs que

mostraban un incremento en el numero eventos de Ca?".

Se analizaron las caracteristicas particulares de las respuestas de Ca?" controladas por
melanopsin, basandonos en los valores de amplitud previos al estimulo los eventos de Ca?"
se clasificaron en tres grupos (ROIs activos, ver Materiales y Métodos 3). Los ROIs con
eventos de Ca®" de pequena amplitud (0<i<3 unidades arbitrarias de fluorescencia; i = F-
F0/F0) mostraron un incremento en su frecuencia de oscilacion tras la estimulacion con los
diferentes pulsos de luz (Figura 4.6B); sin embargo, la amplitud y la duracion de los eventos
se vio modificada solo tras la estimulacion con pulsos de luz de larga duracion (Figura 4.6B).
Por el contrario, ROIs con senales de Ca?" de mayor amplitud (i>3 unidades arbitrarias
de fluorescencia) en condiciones de reposo no mostraron cambios en su amplitud, y solo
después de pulsos de luz >10 s presentaban un aumento en la frecuencia de eventos de Ca?"
relacionado con una menor duracion de los mismos (Figura 4.6B). Asimismo, se detectaron
ROIs que tinicamente mostraron eventos de Ca?" después de la estimulacion de melanopsin
en cada uno de los pulsos de luz testados (i=0 unidades arbitrarias de fluorescencia). En este
caso, como cabia esperar, los ROIs presentaban un incremento en la frecuencia y duracion
de los eventos de Ca®" (Figura 4.6B).
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Figura 4.6 | La estimulacion de melanopsin recluta la senalizacion Ca®*" en
los microdominios. A. Graficos representando el inicio de los eventos en diferentes condiciones de
estimulacion con luz 1s, 5s, 10s y 20s (n = 150). B. Analisis de las propiedades de los eventos de Ca?".
Segmentacion en grupos mediante k-means resulto en 3 clusters (ver métodos) en base a la amplitud de las
sefiales de Ca?" en reposo en reposo (i denota la amplitud del evento Ca?"). Stim de la luz 20s, amplitud
del evento 0<i<3, P=0,007. P<0,01; P <0,001, ANOVA two-way, comparacion post-hoc con Tukey-Kramer.
Datos se muestran como media + SEM.
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Teniendo en cuenta el niimero limitado de células que muestran expresion de Lek-GCaMP6f
en el soma (Haustein et al., 2014; Poskanzer and Yuste, 2016; Shigetomi et al., 2013), se rea-
lizaron un grupo de experimentos en los que se transfectaron astrocitos con cyto-GCaMP6f
(AAV2/5-GFAP-Cyto-GCaMP6f), que permite un marcaje prominente del soma y los pro-

cesos cercanos al cuerpo celular (Srinivasan et al., 2015).

En este caso, la estimulacion con pulsos de luz de 20s provocd un aumento en la frecuencia
de eventos sométicos de Ca®", sin desencadenar cambios significativos en la amplitud o la

duracion de los eventos de Ca2", confirmando los resultados encontrados con Lck-GCaMP6f

(Figura 4.7).
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Figura 4.7 | Confirmaciéon de la estimulacion de eventos de Ca®" somdticos
por melanopsin. A Imagen de astrocitos cotransfectados de Melanopsin-mCherry y Cyto-GCaMP6f.
Escala=20 um. B Analisis de propiedades sométicas de los eventos de Ca?", amplitud, frecuencia y duraciéon
(n = 44, 14 rodajas de 3 ratones) inducidos por 20s de estimulacion. Notese que el soma muestra un aumento
de la frecuencia de eventos después de la estimulacion con luz (de 0,795 + 0,061 en condiciones basales a
1,409 + 0,081; P <0,001). P<0,001, ANOVA one-way, post-hoc Tukey-Kramer. Datos se muestran como
media + SEM.

Por tanto, estos resultados indican una correlaciéon positiva entre los tiempos de esti-
mulacion de melanopsin y su capacidad para desencadenar la sefializacion de Ca?’ en los
procesos celulares de los astrocitos; lo que permite disponer de un rango temporal para la
estimulacion de melanopsin, y asi controlar la sensibilidad de Ca?* de los microdominios

(Figura 4.5E).

Se ha descrito que melanopsin puede activar los canales K+ dependientes de Ca?" en
neuronas corticales (McGregor et al.; 2016). Para comprobar si melanopsin inducia cambios
a nivel de membrana, se registraron astrocitos positivos para melanopsin (identificados por

la expresion mCherry) mediante la técnica de patch-clamp.
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Figura 4.8 /| La expresion ectopica de melanopsin induce corrientes de salida
en la membrana de astrocitos. A Sup, Imagen de epifluorescencia de melanopsin-mcherry en
astrocitos transfectados. Escala, 25 pm. Centro, Corrientes de membrana en respuesta a pulsos de voltaje.
Inf, potencial de la membrana en reposo (VM) de los astrocitos registrados (melanopsin, n = 10; vectores,
n = 6). No se encontraron diferencias entre los grupos; P>0,05, ANOVA one-way, post-hoc Dunn’s. Datos
se muestran como media + SEM. B Sup, corriente inducida por estimulacion de la luz (5s, barra azul) en
astrocitos transfectados con melanopsin o vector. Inferior: valores de amplitud y area para las corrientes
inducidas para melanopsin (blanco) en astrocitos positivos y astrocitos transfectados con vector (gris): 5s
(n=8; n=9; respectivamente), 10s (n=7; n = 17; respectivamente) y 20s (n = 12; n = 8; respectivamente).
P <0,001 para los astrocitos de melanopsin vs vector; ANOVA one-way, comparaciéon post-hoc Dunn’s. C
Trazos representativos de las corrientes inducidas por la luz en astrocitos transfectados con melanopsin antes
y después de aplicaciéon de apamina (100 nM); Cuantificacion del drea media de las corrientes inducidas por
la luz en astrocitos de animales Wt-Melanopsin antes y después de apamina (n = 39 de 6 astrocitos, P<0,001;
ANOVA one-way, post hoc Dunn’s). D Caracterizacion farmacologica de la corriente IAHP (corriente K+
dependiente de Ca?"), en neuronas de CA1 en control y después de apamina. La cuantificacion de los valores
de area media del IAHP confirma la reduccion de la corriente de potasio dependiente del calcio por apamina
(n=10 de 4 neuronas; P = 0,019; ANOVA one-way, post hoc Dunn’s.
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En respuesta a los pulsos de luz se generaron corrientes de salida en los astrocitos (Figu-
ra 4.8B,C), especificas de la expresion de melanopsin, ya que no se observaron en astrocitos

transfectados con vector (Figura 4.8B).

En linea con resultados previos (McGregor et al., 2016), la presencia de apamina (100
nM) en el medio extracelular, un antagonista selectivo de canales de K* dependientes de
Ca?", redujo significativamente la area de la corriente inducida por la estimulacién de mela-
nopsin (Figura 4.8B). El efecto de apamina sobre las corrientes de K™ dependientes de Ca?*
fue comprobado en neuronas piramidales de CA1l, mostrando su capacidad para bloquear
los canales de K* responsables de esta corriente (Figura 4.8D). En conjunto, estos datos
demuestran que la expresion de melanopsin en astrocitos de hipocampo es efectiva en des-

encadenar respuestas tanto a nivel de membrana como a nivel intracelular con aumentos de

Ca?t.

4.1.2. La activaciéon de melanopsin en astrocitos aumenta la eficacia

de la transmisiéon sinaptica

Se ha descrito que la actividad de astrocitos a través de la sefializacion por Ca?" intrace-
lular es capaz de modificar la fisiologia sinaptica, incluyendo la regulaciéon de la transmision
sinéptica y la plasticidad a largo plazo ((Araque et al., 2014), ver Introduccién 1). Por tanto,
investigamos si las sefiales de Ca?' en astrocitos debidas a la activacién por melanopsin,
tenfan un impacto en la actividad neuronal local mediante el registro de corrientes postsi-
néapticas excitadoras (EPSC) inducidas en las neuronas piramidales de CAl (Figura 4.9).
Pese a que pulsos de luz de 1s producian aumentos de Ca®" en los microdominios (Figura
4.7), no se encontraron cambios significativos en la transmision sinaptica tras pulsos cortos
de luz, es decir, 1 y 3 s (Figura 4.9). Sin embargo, tras estimulos mayores de 5s se observo

un aumento transitorio sobre la transmision sinaptica basal (Figura 4.9).

Encontramos que pulsos de luz largos (20s) inducian una potenciacion transitoria de los
EPSCs (118,52 + 8,37; n = 15; P = 0,044; (Figura 4.9C), sin modificar la corriente de mem-
brana necesaria para mantener fijo el potencial de membrana Figura (4.9C), descartando asi
una despolarizacion de la neurona postsindptica derivada de la estimulacion con melanopsin.
Para determinar si estos cambios sindpticos a corto plazo eran consecuencia de modificacio-
nes presinapticas o postsinapticas se calculd el coeficiente de variacion (CV) de los EPSCs

en respuesta a diferentes pulsos de luz (ver Capitulo Materiales y Métodos).
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Figura 4.9 |/ La activacion por luz de astrocitos que expresan melanopsin induce
la potenciacion de la transmision sindptica excitadora en neuronas de CA1. A.
Sup, esquema del diseno experimental de los registros de neuronas piramidales. Inf, porcentaje de neuronas
que muestran cambios sinapticos después de la estimulacion por luz azul de astrocitos. B. Corrientes sinap-
ticas excitadoras (EPSCs) antes (i) y después de la estimulacién (ii, ii), y un registro representativo de una
neurona de CA1 mostrando la amplitud de sus EPSC a lo largo del tiempo ante un pulso 20s sobre los astro-
citos (el rayo azul denota estimulacion luminica). C. Sup, promedio de la amplitud relativa de los EPSC con
el tiempo antes y después de la estimulacion de los astrocitos con diferentes pulsos luz ( 5s, n=16 neuronas;
10s, n=13 neuronas; 20s, n = 15 neuronas). Inf, indice para el valor de corriente de la membrana (corriente
de holding) de las neuronas a estimulos de 20s de astrocitos (n=15 neuronas). D. Amplitud relativa de los
EPSCs después de la estimulacion de la luz (1 — 20s) en diferentes puntos de tiempo de todas las neuronas
registradas. Valores registrados a 10 min después de 1s (media: 92,82 %; SD: 36,36 %; SEM: 13,74 %; n = 7),
3 s (media: 95,74 %; SD: 26,26 %; SEM: 8,75%; n = 9), 5s (media: 102,45 %; SD: 31,83 %; SEM: 7,96 %; n
= 16), 10s (media: 106,55 %; SD: 23,79 %; SEM: 6,59 %; n = 13) y 20s (media: 118,52 %; SD: 32,42 %; SEM:
8,37 %; n = 15); 5s: 1 min (p=0,013); 10s: 1 min (p=0,021); 20s: 1 min (p=0,020), 10 min (p = 0,044); t-test
pareado. E. Izda, cambios relativos del coeficiente de variacion en relaciéon a la amplitud de la EPSC 1 min
después de pulsos de luz. Dcha, cambios relativos del CV medidos 10 min después de la estimulaciéon de los

astrocitos. p>0,05, t-test pareado. Datos se muestran como media = SEM.
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Este analisis indico que la potenciacion transitoria se debia a a mecanismos presinapticos

subyacentes (Figura 4.10).

Para confirmar el efecto presinaptico de la accion de melanopsin sobre la transmision
sindptica se registraron las respuestas sinapticas excitadoras miniatura (mEPSCs) antes y
después de la estimulacion con luz (20s). Los mEPSCs mostraron un aumento transitorio
de su frecuencia, pero sin cambios en su amplitud (Figura 4.10A, B). Ademas, mediante
patch-clamp en la configuracion célula entera de astrocitos transfectados con melanopsin se
analizaron las corrientes de membrana dependientes del transportador de glutamato (Deva-
raju St Jude et al.; 2013). Después de la estimulacion de 20s de luz se observé un aumento en

la amplitud de la corriente (Figura 4.10C), derivada del aumento de glutamato en el espacio

extracelular.
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Q87 nopsin potencia la liberacion de glu-
04 tamato en los terminales sindpticos.
i 2 A. Esquema aproximacion experimental y regis-
o L tro representativo de frecuencia de mEPSC (TTX,
324012 3 4 5 1uM). Luz 20s. B. Izda, cambios relativos de la
Tiempo (min) frecuencia de mEPSC después de 20s de luz (pro-
— Control medio 5 min post Stim; n=17; P=0,04; t-test).
B C — Luz Dcha, cambios de amplitud del eventos . P >0,05,
t-test. C. Sup, trazos representativos de las co-
9P rrientes de GluT inducidas por la estimulacion si-
S s * N ] . ° . néaptica de las Colaterales de Schaffer(l s @ 200
e ke 8 3 f./_ 60 E 10 Hz) antes (control, en negro) y después de 20 s
.g E ) = 8 § g gl " de estimulo de luz (en azul). Inf, valor del pico de
% g 4 E o % g le ‘ . corriente de GluT normalizado después de 20 s de
§ e 1 o E ié 1}* estimulo de luz (1 min, P = 0,034; 10 min, P =
o 0-— g 0 i 10 0,026; n = 9 astrocitos). * P <0,05, t-test pareado.

Tiempo (min)  Los datos se muestran como media £ SEM.
Todos estos datos permiten concluir que la estimulacién de astrocitos con melanopsin
aumenta significativamente la transmision sinaptica glutamatérgica en los circuitos hipo-

campales de CA1 (produciendo una STP en las sinapsis).

Para evaluar si estimulos de mayor duracién (>20s) podian aumentar la eficacia de la
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modulacién sindptica, se aplicaron pulsos de luz de 60s continuos y estimulos a 10 Hz (pulsos
de 50 ms de luz) durante 60s. Se observo que tras estos protocolos, tanto la amplitud como la
duraciéon de la modulacion sinaptica no incrementaban sus valores respecto a los observados

con pulsos de 20s de luz (Figura 4.11A).
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Figura 4.11 /| Modificaciones de las condiciones estimulacion con melanopsin. A.
Cambios relativos de la amplitud de los EPSC inducidos por 20 s y pulsos mas largos: estimulacion continua
de luz 60 s (n = 9; 10 min, p = 0,020), y 10 Hz durante 60 s (n = 8; 10 min, p = 0,039). Notese que los
pulsos més largos no inducen cambios sinapticos a largo plazo, y no se encontraron diferencias entre 20s vs
pulsos de luz mas largos. p = 0,515; ANOVA de una via, comparaciéon post hoc con la prueba de Dunn.
p <0,05. B. Cuantificaciéon de los cambios de amplitud de los EPSC inducidos por pulsos de luz de 20 s a
diferentes intensidades a los 10 y los 20 min después de la estimulaciéon (10 min: 2 mW,/mms, n = 8, p =
0,912; 7 mW/mmo, n=15, p=0,044; 20 mW /mm,, n=8, p = 0,035; 400 mW , n = 9, p = 0,020; prueba t
emparejada). Notese que no se encontraron diferencias significativas para la potenciacion sinaptica inducida
de 7 mW/mms a 40 mW,/mms (p=0,354; ANOVA one-way, comparacion post hoc Dunn’s). p <0,05.

Asimismo, analizamos si la respuesta sindptica podia estar modulada por la intensidad
del estimulo. Para ello, se utilizo6 un rango de luz de 2 a 40 mW /mm2 cuantificando el grado
de modulaciéon sinaptica inducido por cada una de ellas. Se observo que la amplitud de la
potenciacion sindptica, inducida por melanopsin se produjo a partir de intensidades > 7
mW /mms, (siendo la referencia intensidad utilizada en este estudio) (Figura 4.11B). Nota-
blemente, no se observé ninguna mejora adicional de la duraciéon de la modulacion de los
EPSCs a intensidades iguales o mayores a 7 mW/mm2 (7 mW/mm?2 frente a 40 mW /mm2;
P=0,354) (Figura 4.11B).

De forma complementaria, se realizaron ensayos de transfecciones virales con el vector
reportero (AAV2/5-GFAP-mCherry), para detectar posibles efectos colaterales de la propia

infeccion en las respuestas de Ca?" y transmision sinaptica en astrocitos y neuronas.
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Figura 4.12 | Seriales de Ca®*" en astrocitos transfectados con vector. A Estrategia
viral para la expresion selectiva de AAV2/5-GFAP-mCherry (vector) y AAV2/5-GFAP-Lck-GCaMP6f en
astrocitos.B Izda, Grafico representativo de la actividad de los ROIs, codigo de intensidad de color para
cambios de fluorescencia (sup, n = 450) y la actividad poblacional promedio de ROIs (inferior, n = 456).
Dcha, trazos representativos de las sefiales Ca?" por la estimulacion de la luz (20 s; barra azul) y en pre-
sencia de ATP (5 uM), para estimular las sefiales Ca?" en los astrocitos transfectados (sombreado naranja),
confirmando la capacidad de estas células para aumentar sus niveles de Ca?". Escala, 8 6F/F, 80 s. C Izda,
inmunocitoquimica de GFAP (verde) y mCherry (rojo) en los astrocitos hipocampales, e imagen represen-
tativa de Lck-GCaMP6f de un astrocito, y de los ROIs identificados. Escala, 25 y 10 pum; respectivamente.
D Izda, histograma de la frecuencia de eventos en respuesta a luz 20s (n = 456). Dcha, %ROIs mostrando
un evento durante los primeros 20s después de la estimulacion (20s, n=157; 30 s, n=62; ATP, n=239; 10
rodajas de 2 ratones). E Analisis de las propiedades de los eventos de Ca?", frecuencia, amplitud y duracion
para 20s (n = 456), 30s (n=211) y la perfusion en el bano de ATP (n=448; P <0,001). P <0,001; ANOVA
two-way, post-hoc Tukey-Kramer. Datos se muestran como media + SEM.
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La Figura 4.12 muestra como la estimulaciéon de astrocitos transfectados con vector y
Lck-GCaMP6f con pulsos de luz de 20 y 30 s no produjo aumentos de Ca?" en los procesos
astrocitarios. Sin embargo, estas células y los ROIs seleccionados si mostraron aumentos de
Ca?" tras la estimulacion con ATP (5 mM) lo que indicaba la viabilidad de las células para

producir seniales de Ca?" intracelular ( Figura 4.12).

El estudio de la respuesta sindptica en los animales transfectados con el virus vector no
mostrd cambios respecto a la situacion basal tras la estimulacion con diferentes pulsos de luz
(97,31 + 11,64 % valores normalizados frente al control después de la estimulacion de 20 s;
n=15; P=0,169), lo que excluy6 que la transfeccion viral o la estimulacion optica pudieran

contribuir por si mismos a los cambios observados con melanopsin (Figura 4.13).
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Figura 4.13 | Estimulacion de astrocitos transfectados con vector no provoca
cambios sindpticos. A. Curso temporal de la respuesta media de los EPSCs, se muestra la amplitud
normalizada. B. Cambios relativos de amplitud de los EPSC 10 min después de impulsos de luz de 20s
(n=15), 30 s (n=15), 60s de estimulaciéon (n=8) y rodajas no transfectadas (n=8). C. Valores de CV 10
minutos post estimulo. Notese que el anélisis del CV no muestra desplazamientos sobre el eje de valores 1-1

dado que no hay modificaciones sinapticas.

4.1.3. ChR2 estimula la senal de Ca2" en astrocitos y la modulacién

sostenida de la transmisién sinaptica

ChR2 ha sido utilizada de forma exitosa en astrocitos y hasta la fecha representa la
opsina mas comunmente utilizada para la activacion de estas células (Gourine et al., 2010;
Pelluru et al., 2016; Perea et al., 2014; Sasaki et al., 2012; Shen et al., 2017). Con el fin de
analizar las caracteristicas y consecuencias del uso de ChR2 para la activacion de astrocitos

se utilizaron las mismas condiciones de luz que las aplicadas a melanopsin (Figura 4.5).
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Se sigui6 una estrategia viral andloga (AAV2/5-GFAP-ChR2-mCherry), y los eventos Ca®"
fueron monitorizados mediante la expresion selectiva de Lck-GCamp6f para el registro de
microdominios, y cyto-GCaMP6f para el registro de Ca®" en el soma (Figura 4.14).
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Figura 4.14 /| La activacion selectiva de ChR2 de los astrocitos hipocampales es-
timula la senalizacion de Ca®*. A. Sup, transfeccion viral de AAV2/5-GFAP-Lck. GCaMP6f y
AAV2/5-GFAP-ChR2-mCherry en astrocitos de hipocampo. Inf, inminucitoquimica de ChR2-mCherry (ro-
jo), GFAP (verde), y DAPI (azul). Detalle de astrocito representativo. Escala, 50 y 20 pm; respectivamente.
B. Sup, grafica de actividad representativa de los microdominios en respuesta a estimulacion 20s (superior, n
= 500) y actividad poblacional promedio (inferior, n = 784). Inf, trazos representativos de las sefiales Ca?"
inducidas por la estimulacion de la luz ChR2 (20s; barra azul). Escala, 1,5 DF/F, 25 s. C. Analisis de las
propiedades de Ca?" para microdominios (azul) y somas (verde) mostrando las respuestas medias para la
frecuencia, amplitud y duraciéon con los cambios normalizados a las condiciones de reposo (1s, n = 162 de
237 (62,35 %); 5s, n = 327 de 451 (72,50 %); 10s, n = 734 de 851 (86,25 %); 20s, n = 784 de 821 (95,49 %);
25 rodajas de 5 ratones) y andlisis de propiedades somaticas de eventos de Ca?'t (n = 86 de 3 ratones).
**P <0,01, ANOVA one way ANOVA, Post-hoc Tukey-Kramer. D. Ajuste lineal entre diferentes condiciones
de estimulos, R2 se muestra para cada grafico. Analisis ANOVA two-way, post-hoc Tukey-Kramer; P>0,05.
E. Graficos que muestran ROIs representativos senalando para cada uno el inicio del evento en diferentes

condiciones de luz, 1s, 5s, 10s y 20s (n = 150). La barra azul denota estimulacion.

Observamos que pulsos de luz >10 s producian aumentos en la frecuencia de eventos

de Ca%" en los microdominios (Figura 4.14C), sin afectar la amplitud de los eventos o su

200
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duracion (Figura 4.14D), sin embargo, no se detectaron cambios en las sefiales de Ca*" tras

la estimulacion de ChR2 con pulsos de luz de corta duracion (1 y 5 s; (Figura 4.14D).

El analisis de la respuestas de Ca*" soméaticas inducidas por ChR2 fueron evaluadas tras
pulsos de luz de 20s, revelando la capacidad de ChR2 para reclutar aumentos de Ca?" a nivel

del soma en astrocitos (Figura 4.14D).

Por otro lado, se realizaron registros electrofisiologicos de astrocitos transfectados con
ChR2 que mostraron céomo la estimulacion con la luz evocaba corrientes de entrada en los
astrocitos, confirmando la expresion funcional de ChR2 en estas células (Lin, 2011; Arenkiel
et al., 2007) (Figura 4.15).

Figura 4.15 |  Propie-

) dades electrofisiologicas

A Astrocngosntré\rr:;fzectados B astrocitos-ChR2. A. Sup,
Corriente de entrada inducida por

la activacion con luz de ChR2
MA (pulso de luz de 5s, barra azul). Inf,
2s

% corrientes inducidas por ChR2 en

g 2(; 0 - 01 ? § diferentes condiciones: 5s (n=10),
g‘; -100 ¢ -2000 | S 10s (n=11) y 20s (n=5). P>0,05;
o "ac_; -200 & 4000 o ANOVA One-way, post-hoc Dunn’s.
€ 'S -300 8 ; B. Potencial de membrana en
< 8 400 < -6000 reposo (VM) (ChR2, n=9; vector,
5 1020 5 1020 n=6). No se encontraron diferencias

Luz (s) Luz (s) entre los grupos; P = 0,171; t-test.

Posteriormente, bajo las mismas condiciones experimentales usadas con melanopsin, eva-
luamos la capacidad de los astrocitos transfectados con ChR2 para modular la transmision
sindptica en las neuronas CA1l (Figura 4.16). Se observo una potenciacion sinaptica transi-
toria después de 5s de estimulacion 6ptica; y una modulacion sindptica de mayor amplitud
y sostenida, al menos 20 min después del estimulo, tras estimulos de luz >10s de duracion
(154,05 + 12,99 % para pulso de luz de 20 s; n = 13; P = 0,008; Figura 4.16C).
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Figura 4.16 /| Modulacion sindptica inducida por estimulacion de ChR2. A. Es-
quema de diseno experimental para registros de neuronas de CAl y porcentaje de neuronas que muestran
cambios sinapticos después de la luz. B. Promedio de los cambios relativos de la amplitud de los EPSC en el
tiempo bajo diferentes condiciones de estimulacion luz (1 s, n=7; 5 s, n=10; 10 s, n=11; 20 s, n=13). El tiempo
cero indica pulso de luz. C. Cambios relativos de la amplitud de la EPSC por estimulacion ChR2 en dife-
rentes puntos. Valores registrados a 10 min después de la estimulacion de ChR2 con 1s (media: 96,72 %; SD:
24,21 %; SEM: 9,15 %; n=7), 5s (media: 105,62 %; SD: 24,53 %; SEM: 7,76 %; n=10), 10s (media: 123,97 %;
SD: 28,09 %; SEM: 8,47 %; n=11) y 20s (media: 151,95 %; SD: 43,74 %; SEM: 12,13 %; n=13). 5s: 1 min (p
= 0,039); 10 s: 10 min (p=0,018), 20 min (p = 0,001); 20 s: 1 min (p = 0,012), 10 min (p = 0,001), 20
min (p = 0,008). * p<0,05,**p<0,01; t-test pareado. D. Cambios relativos del CV medidos a 10 min post
estimulacion de ChR2 (10s, n=9; 20s, n=9).

El analisis de las repuestas sinapticas mostré mecanismos de accion presinaptica que sub-

yacen a la potenciacion inducida por ChR2 ( Figura 4.16D) (Perca et al., 2014).

Considerando las diferencias observadas con el uso de estas dos opsinas, se compararon las
respuestas de Ca?" en astrocitos y las respuestas sinépticas inducidas por distintos pulsos de
luz, 1y 20 s, respectivamente (Figura 4.17). Se observo que protocolos de estimulacion de 1s
producian aumentos significativos en la frecuencia de eventos de Ca®" en los microdominios
de astrocitos transfectados con melanopsin, sin embargo, los astrocitos que expresaban ChR2

no mostraron modulacion alguna (Figura 4.17A).
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Figura 4.17 /| Comparativa de las respuestas inducidas por melanopsin y ChR2
en las redes astrocito-neurona del hipocampo. A. Anilisis de las propiedades de eventos de
Ca?" inducidos por melanopsin (ptrpura) y ChR2 (naranja) en microdominios tras 1 y 20 s de estimulacién
luminica. Nétese que la estimulaciéon de melanopsin a 1 s aument6 la frecuencia de eventos Ca®™, mientras
que ChR2 no provocd cambios; 20s de luz evocd mayor frecuencia promedio en astrocitos transfectados
con melanopsin que aquellos que expresaban ChR2 (p = 0,021). Adicionalmente, después de 20s de luz
melanopsin, pero no ChR2, los eventos de Ca?" inducidos disminufan su duracion (p = 0,045). ANOVA
two-way, post hoc Tukey—Kramer. B. Propiedades somaticas de eventos de Ca?* registrados con GCaMP6f-
cyto-Melanopsin y GCaMP6f-Cyto-ChR2 para estimulacion de luz de 20s. Los cambios en la frecuencia de
los eventos fueron mayores para melanopsin (p <0,001) que para los astrocitos transfectados con ChR2 (p
= 0,01), mientras que la amplitud y la duraciéon de los eventos de Ca?* no mostraba diferencias (p = 0,711
y p = 1,00; respectivamente). ANOVA two-ways, comparacion post hoc Tukey—Kramer. C. Sup: Cambios
relativos de la amplitud de los EPSC a 1 y 20 s de estimulaciéon de la luz en el tiempo. Tiempo cero indica
pulso de luz (rayo azul). Inf, valores medios de la amplitud de los EPSC post 10 min luz . Se encontraron
diferencias entre los pulsos de luz de 20 s. p = 0,014; t-test. *p <0,05; , # p <0,001. Datos se muestran como
media + SEM.

En el caso de protocolos de estimulacion 6ptica de 20 s, tanto melanopsin como ChR2
inducian aumentos de Ca?" en los microdominios y en el soma de los astrocitos transfec-
tados (Figura 4.17A,B). Sin embargo, la potencia de la respuesta fue mayor en el caso de
melanopsin, alcanzando valores de frecuencia de eventos de Ca?" significativamente superio-
res a ChR2 (Figura 4.17A,B). Estos resultados parecen indicar una mayor sensibilidad de

melanopsin para reclutar sefiales de Ca?" en astrocitos.
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Por su parte, las respuestas sindpticas mostraron un comportamiento opuesto. Si bien
pulsos cortos de luz para estimular melanopsin o ChR2 no indujeron modulaciéon alguna en
las sinapsis registradas, pulsos de 20s provocaron respuestas completamente distintas (Figura
4.17C). Los astrocitos transfectados con melanopsin producian una potenciacion transitoria
de los EPSCs, mientras que astrocitos expresando ChR2 inducian una modulacién de mayor

amplitud y duracion (mantenida >20 min post estimulo).

Se analiz6 si estas diferencias en sensibilidad demostradas por melanopsin y ChR2 en
las senales de Ca?" eran debidas a diferencias en la expresion de la opsina. El estudio de
la expresion del reportero mCherry, fusionado a la opsina de interés, no mostr6 diferencias
significativas en el patron de expresion entre las distintas condiciones experimentales (Figura

1.18A B).

A B
ChR2 Melanopsin Vector

>
®
= P=0.643
~ 601
E
)
=
% 40 4
©
o
c
8 20 ChR2
a Melanopsin
o) Vector
=]
. O

Figura 4.18 /| Expresion del reportero mCherry de los distintos constructos vira-
les. A. Imagenes de la fluorescencia de mcherry (paneles superiores) en astrocitos transfectados con ChR2,
melanopsin y vector. La méascara superpuesta utilizada para el analisis se muestra en los paneles inferiores
correspondientes. Escala, 5 um. B. media de la senal de fluorescencia de mCherry, ChR2=2,59 + 2,18, n=13
astrocitos; Melanopsin=36,86 + 4,30, n =14 astrocitos; Vector =36,07 + 3,31, n=11 astrocitos; P=0,643.
P>0,05; ANOVA one-way,post-hoc Dunn’s.

En conjunto, estos resultados sugieren una menor capacidad en el caso de ChR2 para
conseguir un rango de modulacién preciso para controlar tanto las sefiales de Ca?" como
las respuestas sinapticas, lo que destaca el papel de melanopsin, con una mayor sensibilidad
para la sefializacion de Ca?", como herramienta para el control fino de la actividad de las

redes astrocito-neurona. Dada la naturaleza de estas opsinas, las diferencias podrian estar
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relacionadas con la forma en la que activan las vias de Ca?" intracelulares en astrocitos.

4.1.4. La activaciéon de melanopsin estimula vias acopladas a pro-

teinas G y Ca?" intracelular

La modulaciéon de la transmision sinaptica por astrocitos se ha descrito tanto en base
a mecanismos independientes como dependientes de Ca®" (Bazargani and Attwell, 2016).
A continuaciéon se estudié si existia una relacion causal entre la potenciacion sindptica y el
aumento de Ca?" inducido por la activacién de melanopsin. A través de la pipeta de regis-
tro se llenaron intracelularmente los astrocitos con un antagonista competitivo de la via de
proteinas G (Panda ct al., 2005), GDPAS (20 mM) (Figura 4.19A). Después de 20-30 min
que aseguraron la carga de los astrocitos con GDPSS, se estimulé con luz (20s), y se observo
que no se inducia la potenciacion sinaptica (98,58 + 9,20 % sobre el basal; n = 6; P = 0,820;
Figura 4.19B). Ademas, se utilizo6 un quelante de Ca?"™ BAPTA (40 mM), que al igual que

en el caso anterior, se perfundié por la red astrocitaria a través de la pipeta de registro.
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Figura 4.19 | Melanopsin desencadena senalizacion dependiente de Ca*’ vy
GPCR. A. Sup, Esquema carga intracelular de red astrocitaria con BAPTA o GDPfS a través de la
pipeta de registro. Inf, imagen confocal del sincitio de astrocitos revelado por carga de biocitina a través
de la pipeta de registro, y detalle de astrocitos cargados. Escala, 50 y 25 um; respectivamente. B. Izda,
Respuestas de EPSCs representativos antes y después de 20 s de estimulaciéon de melanopsin tras el llenado
con BAPTA y GDPbS en astrocitos. Dcha, Promedio de los cambios relativos de la amplitud de EPSCs regis-
trados 10 min después de la estimulacion de los astrocitos (BAPTA, 98,584+9,20 %; n=5; p=0,410; GDPfS,
97,59 + 10,00 %; n = 6; p = 0,443). p >0,05; t-test pareado. Datos se muestran como media + SEM.
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En estas condiciones, la estimulacion de los astrocitos no indujo cambios en los EPSCs
(97,59 4 9,99 % sobre el basal; n = 5; P = 0,885; Figura 4.19B),confirmando la contribucion
de las vias dependientes de proteinas G y de Ca?" intracelular a la potenciacién sinaptica

observada.

Debido a las limitaciones asociadas con las manipulaciones farmacologicas, y teniendo
en cuenta que la activacién de melanopsin induce la liberacion de Ca?* de los reservorios
intracelulares sensibles a IP3 en las células ganglionares (Peinado et al., 2015), evaluamos
la accion de melanopsin en ratones Ip3r2~/~ | que muestran una senalizaciéon disminuida de
Ca?" en los astrocitos (Agarwal et al., 2017; Navarrete et al., 2012; Sherwood et al., 2017;
Srinivasan et al., 2015). Los ratones Ip3r2~/~ fueron transfectados con melanopsin y Lck-
GCaMP6f para evaluar eventos de Ca®" transitorios esponténeos e inducidos por luz (Figura
4.20). En linea con resultados previos (Agarwal et al., 2017; Haustein et al., 2014; Srinivasan
et al., 2015), se observé una sefializacion de Ca?" disminuida en condiciones de reposo en los

astrocitos de ratones Ip3r2~/~ (Figura 4.20A-C).

La estimulacién con luz no modifico las propiedades de los eventos de Ca?" en los pro-
cesos de astrocitos que expresaban melanopsin, independientemente de cualquiera que fuese
el protocolo de luz usado (Figura 4.20D). Para evaluar si melanopsin podria estimular las
seniales de Ca?" en el soma de astrocitos, donde los reservorios de Ca?" sensibles a IP3 desem-
penian un papel importante, utilizamos cyto-GCaMP6f que fue expresado en astrocitos de
ratones Ip3r2~/~ . El resultado de la estimulacién mostré que la activacion de melanopsin
no consegufa evocar las seniales Ca>" en el soma (Figura 4.20), sugiriendo que la ruta de
senalizacion de melanopsin implicaba de manera especifica la senalizaciéon por IP3R2. Para
comprobar si la expresion de melanopsin en astrocitos Ip3r2=/~ era adecuada, se registraron
las corrientes de membrana inducidas por melanopsin. En respuesta a los pulsos de luz, me-
lanopsin indujo corrientes de salida de caracteristicas similares a las observadas en astrocitos

de ratones silvestres que también expresaban melanopsin (Figura 4.20F).
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Figura 4.20 /| Melanopsin desencadena senales de Ca®*" dependientes de Ip3R2
en los astrocitos. A. Izda, Imagen confocal de un astrocito marcado con GFAP-Lck-GCaMP6f en
un raton Ip3r2=/~, y el mismo astrocito mostrando ROIs de los microdominios seleccionados identificados.
Dcha, trazos representativos de sefiales Ca?’ inducidas por la estimulacion de melanopsin (20 s; barra
azul) en astrocitos Ip3r2 —/—. Escala, 10 pm; 3 DF/F, 25s. B. Sup, grafica representativa de actividad de
microdominios en ratones Ip3r2 —/— (n = 500), y actividad promedio de poblaciéon de microdominios después
de 20s de estimulacion luminica (inferior, n = 589). C. Sup, histograma de la frecuencia de eventos (20 s, n
= 589). Inf, porcentaje de ROIs mostrando un evento durante los primeros 20 s después de la estimulacion
delaluz (1s,n =75 5s,n=28 10s, n =103, 20 s, n = 86; 19 rodajas de 4 ratones). D. Analisis de las
propiedades de eventos de Ca?" en los microdominios mostrando las respuestas medias para la frecuencia,
amplitud y duracion (1s, n = 238 de 531 (44,82 %); 5s, n = 105 de 405 (25,93 %); 10s, n = 359 de 759
(47,30 %); 20s, n = 589 de 789 (74,65 %); 19 rodajas; de 4 ratones). p>0,05. Las sefiales soméaticas Ca?" se
registraron con Cyto-GCaMP6f a pulsos de 20s (n = 39 astrocitos, 10 rodajas de 3 ratones). p >0,05;ANOVA
one-way, post hoc Tukey — Kramer. Noétese la ausencia de efectos sobre los eventos de Ca?".E Analisis de
las propiedades de los microdominios en reposo comparando Lck - GCaMP6f Wt- melanopsin (negro; n =
3.816) y Ip3r2 —/— Melanopsin (blanco; n = 1.291). Analisis del Ca?" en los somas en reposo (negro; n =
44) y Ip3r2 —/—Melanopsin-astrocitos (blanco; n = 39). **p = 0,001; ***p<0,001, ANOVA one-way, post
hoc Tukey—Kramer.
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Por tanto, estos resultados indican que la ausencia de respuestas de Ca?' tras la es-
timulacion de melanopsin en astrocitos de ratones Ip3r2=/~ se debe a limitaciones en la

movilizacién de Ca?" intracelular y no a una disfunciéon de la opsina.
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Figura 4.21 /| La modulacion de la transmision sindptica por melanopsin estd
ausente en ratones Ip3r2_/_. A. Esquema disenio experimental, y porcentaje de neuronas en
ratones Ip3r2 —/— mostrando cambios sinapticos. B. Sup, EPSC representativos antes y después de 20s de
activacion optica de astrocitos en ratones Ip3r2 —/—. Inf, promedio de la amplitud relativa de los EPSC en
el tiempo. El tiempo cero indica pulso de luz (rayo azul). C. Cambios relativos de la amplitud de los EPSC
en ratones Ip3r2 —/— por pulsos de luz (1s, n=12; 5s, n=11; 10s, n=11; 20s, n=15). Valores registrados a 10
min después de la activacion de la luz de astrocitos Ip3r2 —/— con 1 s (media: 105,55 %; SD: 22,04 %; SEM:
6,36 %; n = 12), 5 s (media: 100,88 %; SD: 27,22 %; SEM: 8,21 %; n = 11), 10 s (media: 97,41 %; SD: 23,27 %;
SEM: 7,02 %; n = 11) y 20 s (media: 91,57 %; SD: 14,82 %; SEM: 3,83 %; n = 15). p >0,05; t-test pareado.
D. Analisis comparativo de los cambios inducidos en los EPSC después de la estimulacion con 20 s (10 min
después de stim). Obsérvese que los astrocitos Ip3r2—/— -melanopsin no evocan cambios sobre los EPSC
comparados con los astrocitos control Melanopsin (p = 0,003; ANOVA one-way, post hoc Tukey—Kramer).

** p <0,01. Datos se muestran como media & SEM.

Asimismo, registros de la actividad sinaptica en neuronas de CA1 de ratones Ip3r2=/~
no mostraron cambios en los EPSCs después de la estimulacion de melanopsin (Figura 4.21).
Por lo tanto, estos datos confirman que la potenciacion sinaptica mediada por melanopsin
estaba asociada a la estimulacién de las vias de sefializacion de Ca?’ dependientes de IP3

en astrocitos.

4.1.5. La senalizacién purinérgica es la responsable de la plasticidad
sinidptica inducida por melanopsin
A continuacién evaluamos si los aumentos de Ca?" inducidos por melanopsin se tradu-

cian en liberacion de gliotransmisores y cuales serian los receptores implicados en los cambios

sinapticos observados. La potenciacion de los EPSCs se mantuvo en presencia de LY367385
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(100 M), un antagonista selectivo de los receptores metabotropicos de glutamato de tipo I,
mGluR1a (Figura 4.22A-B, (n=8 neuronas; P=0,046), que se ha relacionado previamente con
la modulacién sinaptica inducida través de la liberacion de glutamato por los astrocitos en el
hipocampo (Gomez-Gonzalo et al.; 2015; Perea and Araque, 2007) y otras areas cerebrales
(Martin et al., 2015; Perea et al.; 2014; Sasaki et al.; 2014). Por el contrario, la modulacion
de la transmision sindptica es sensible a la senalizacion purinérgica (Di Castro et al., 2011;
Gourine et al., 2010; Lalo et al., 2016; Panatier et al., 2011; Pougnet et al., 2014; Tan et
al., 2017) y se bloqueaba presencia de MRS2179 (10 uM; 96,40 + 6,16 % frente al basal; n
= 12 neuronas; P = 0,571), un antagonista del receptor purinérgico P2Y1. Asimismo, en
presencia de SCH58261 (10 pM; 100,86 £ 10,51 % del basal; n = 10 neuronas; P = 0,695),un
antagonista del receptor A2A de adenosina, se producia el bloqueo de la potenciacion sinép-
tica inducido por melanopsin. Por el contrario, esta potenciaciéon se mantenia al bloquear los
receptores P2X con PPADS (Figura 4.22; 10 p M; 143,57 4+ 18,75 % frente al basal; n = 10
neuronas; P = 0,045). Por lo tanto, estos datos sugieren que la liberacion de ATP /adenosina
(ADO) por los astrocitos transfectados con melanopsin es la responsable de la modulacion

de la transmision sindptica excitadora en el hipocampo.

Paralelamente, se estudiaron las propiedades moleculares de la modulaciéon de la trans-
mision sinaptica inducida por astrocitos transfectados con ChR2, comprobando que ésta se
bloqueaba en presencia de LY 367385 (n = 11 neuronas; P = 0,899) y MRS 2179 (n = 8
neuronas; P = 0,491), y sin embargo, era insensible al antagonista del receptor purinérgico de
adenosina, A2A (Figura 4.22B; n = 8 neuronas; P = 0,013). Asi, estos resultados indicaron
que mientras que melanopsin desencadenaba una modulacién sindptica fundamentalmente
purinérgica, la potenciacion inducida por ChR2 requeria de una senalizaciéon glutamatérgica

y purinérgica.

Se analizaron las corrientes lentas de entrada dependientes de la activacion de los recep-
tores NMDA (SICs), en las neuronas de CAl. Dado que estas corrientes se han relacionado
con el glutamato liberado por los astrocitos, podrian actuar como sensor de la liberacion
de glutamato por parte de los astrocitos transfectados con melanopsin ((Perea and Araque,
2005a; Shigetomi et al., 2008)). Tras la activacion de melanopsin con pulsos de luz, las neu-
ronas de CA1 mostraron un aumento significativo en la frecuencia de SICs (Figura 4.22C-D;
2,46 £ 0,77; n = 12; P = 0,007), indicando la capacidad de melanopsin para desencadenar

la liberacion de los diferentes gliotransmisores, tanto glutamato como ATP /adenosina.
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Figura 4.22 | La transmision sindptica inducida por melanopsin requiere senali-
zacion purinérgica por parte de astrocitos. A. Esquema disefio experimental. Cambios en la
amplitud relativa de los EPSC a lo largo del tiempo antes y después de 20s de estimulacién de melanopsin
en presencia de LY367385 (100 uM), SCH58261 (10 pM) y MRS2179 (10 pM). El tiempo cero indica pulso
de luz (rayo azul). B. Sup: registro representativo de EPSC antes y después (10 min) de la estimulacion
de astrocitos en presencia de LY367385 (en negro/gris) y SCH 58261 (en verde). Inf, Izda, promedio de los
cambios relativos de la amplitud de los EPSC inducidos por la estimulacion de Melanopsin (20s de luz)
en presencia de LY 367385 (n=8; p=0,046), SCH58261 (n=10), MRS2179 (n = 12) y PPADS (n = 10); *
p <0,05; t-test pareado. Inf, Dcha, cambios en la amplitud de los EPSC inducidos por la estimulacion de
ChR2 (20s de luz) en presencia de LY367385 (n = 11), SCH58261 (n = 8; p = 0,013), MRS2179 (n = 8), y
después de la carga de astrocitos intracelulares con BAPTA (n = 8). * p <0,05; t-test pareado.C. Registros
representativos que muestran el aumento de la frecuencia de SICs (triangulos rojos) después de la activacion
de Melanopsin en astrocitos con pulso de 20s. Escala 25pA; 0,5s . D. Curso temporal de la frecuencia media
de SICs después de la estimulacion de melanopsin en condiciones control (n = 12), o después de la carga
de astrocitos con Evans Blue (n=8), o en presencia de D-AP5 (50 uM, n = 6). E. Cambios relativos de la
frecuencia de las SICs en control (n = 12; p = 0,007), en presencia de Evans Blue (5 uM, n=8), y Gap 26
(100 uM, n =9, p = 0,016; * p <0,05; * * p <0,01; t-test pareado). F. Promedio de los cambios relativos de
la amplitud de los EPSC tras la estimulacién de melanopsin después de la carga intracelular de astrocitos
con Evans Blue (n = 8), Gap 26 (n=8; p = 0,010) y LcTeTx (1 pM, n=8). #p < 0,05; t-test pareado. Datos

se muestran como media + SEM
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Se ha descrito que la gliotransmisiéon puede tener lugar tanto por mecanismos indepen-
dientes como dependientes de liberacion vesicular (Bazargani and Attwell, 2016), implicando
exocitosis (Araque et al.,; 2014) y/o comunicacién por medio de hemicanales de conexinas
(Bennett et al., 2012).

Para determinar los mecanismos que subyacen a la liberacion de los gliotransmisores
por parte de los astrocitos estimulados con melanopsin, se cargaron con Evans Blue (5
pM), a través de la pipeta de registro, que bloquea tanto la funcion del transportador de
glutamato vesicular (VGLUT) (Eriksen et al., 2016; Goh et al., 2011; Sanchez-Mendoza et
al., 2017), como los transportadores de nucleotidos (VNUTS) que acumulan activamente el
ATP en las vesiculas (Geisler et al., 2013; Oya et al., 2013; Sakamoto et al.; 2015). En estas
condiciones, se observd que la estimulacion 6ptica no producia el aumento en la frecuencia
de SICs observado en situacion control (Figura 4.22D-E; 0,68 + 0,31; n=8; P=0,677), y se
bloqueaba la potenciacion sinaptica transitoria (Figura 4.22F, 99,96 + 7,24 %; n=8 neuronas;
P=0,996). Por el contrario, el bloqueo de los hemicanales de conexinas por medio de la
aplicacion en el bano de Gap26 (péptido que bloquea la conexina 43) (100 uM) (Karpuk et
al., 2011; Roux et al.;, 2015) no bloqued ni los cambios en la frecuencia de SICs (Fig. 6E,
1,95 + 0,52; n = 8; P = 0,016), ni la potenciacion sinaptica inducida por la estimulacion
de los astrocitos con melanopsin (Figura 4.22, 126,33 + 14,73%; n = 8; P = 0,010). Para
corroborar estos resultados se uso la cadena ligera de la toxina tetanica (TeTxLC), que
escinde la sinaptobrevina-2 asociada a las vesiculas bloqueando asi la exocitosis. A través
de la pipeta de registro se llenaron los astrocitos con TetxLC y se analizaron las respuestas
sindpticas antes y después de la estimulacion con luz. La presencia de TeTxLC (1 uM) en los
astrocitos bloqueo la potenciacion sindptica inducida por melanopsin en las neuronas vecinas
(Figura 4.22, 107,39 + 30,09 %; n = 8; P = 0,547). En conjunto, estos datos apoyan la idea
de la participacion de las vias dependientes de la liberacién vesicular para la liberacion de
gliotransmisores (Henneberger et al., 2010; Jourdain et al., 2007; Min and Nevian, 2012;
Perea and Araque, 2007; Schwarz et al., 2017), y su contribucién a la modulacién neuronal

provocada por la activacion de astrocitos a través de melanopsin.

4.1.6. La estimulacién de astrocitos con melanopsin a baja frecuen-

cia induce potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo

En condiciones fisiologicas los astrocitos presentan una actividad de Ca?" espontanea

oscilando a bajas frecuencias (de 1,13 £ 0,024 en condiciones basales a 1,78 + 0,048 min 1
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después de los pulsos de luz de 5s; ~ 0,03 Hz; P <0,001; 4.5 valores obtenidos en nuestro
estudio focalizado en secciones de cerebro) (Srinivasan et al., 2015; Agarwal et al.; 2017;
Bindocei et al.; 2017)). Por tanto, nos preguntamos si la activacion de los astrocitos que
expresaban melanopsin con protocolos de luz en el rango de frecuencia de la actividad endo-

gena, podfa involucrar diferentes formas de sefializacién de Ca?" y plasticidad sinaptica.

Los astrocitos transfectados con melanopsin fueron estimulados con un protocolo de baja

frecuencia (LF'S, del inglés Low Frequency Stimulation; que consistia en un pulso de luz de

5s a 0,06 Hz, durante 1 min; Figura 4.23).
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Figura 4.23 /| Protocolo de baja frecuencia (LFS) en astrocitos. A. Corrientes inducidas
en astrocitos al estimular melanopsin con pulsos de luz de 5s a 0,06 Hz (estimulacion de baja frecuencia,
LFS, barras azules). B. Valores promedio de pico y area de las corrientes inducidas por pulsos de LFS
para los astrocitos con melanopsin (blanco; n=7), y astrocitos transfectados con vector (gris; n=4).*** P
<0,001,0ne-Way ANOVA, post-hoc Dunn’s.

El analisis de la sefial de Ca?* inducida por el protocolo LFS mostré un aumento sus-
tancial de la frecuencia de eventos de Ca?* localizados tanto en los microdominios como en

el soma de los astrocitos (figura 4.24A-B).

La clasificacion de los eventos de Ca?" en base a su amplitud inicial indicé un incre-
mento significativo de la frecuencia de los eventos para todos los grupos (Figura 4.24C). Sin
embargo, s6lo aquellos eventos con amplitudes pequenas en reposo mostraron incrementos

significativos tras el protocolo LFS (Figura 4.24C).
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Figura 4.24 | La activacion por LFS induce potenciacion de las respuestas de
Ca®" en astrocitos. A Izda, grafica representativa de la actividad de los microdominios, codificada
en color segun el cambio de fluorescencia (superior, n = 500), y actividad de poblacional de todos los ROI
promedio en el tiempo (inferior, n = 1.008). Dcha, trazos representativos de las sefiales de Ca?" inducidas
por la estimulacion con LFS de melanopsin (LFS; 5 s @ 0,06 Hz, 1 min; barras azules). Escala, 20 DF/F,
35s. B Analisis de propiedades de Ca?" mostrando la respuesta medias de los microdominios (Azul) para
amplitud, frecuencia (p<0,001) y duracion (1.008 de 1.182 eventos; 85,30 %). p = 0,005 **; p <0,001 ***. 3
grupos basados en las amplitudes de los eventos en reposo. i denota valores de la amplitud del evento Ca?*.
C Analisis de las respuestas somaticas (verde) con la expresion de Cyto - GCaMP{6 mostrando la magnitud
media para la amplitud del evento (p = 0,003), la frecuencia (p<0,%x<0,05; p <0,001; ANOVA two-way, post
hoc Dunn’s. D Analisis de propiedades de Ca?" en los microdominios inducidos por 20s luz continua y LFS.
P = 0,005 **; P <0,001 ***; ANOVA one-way, post-hoc Tukey-Kramer.

Con el fin de establecer las particularidades de esta estimulacion, se evalu6 la diferencia en
la eficacia que presentaba melanopsin para estimular la sefial de Ca?" en astrocitos mediante
pulsos de luz continua de 20s y LFS. Notese que la duracion total del estimulo de luz era la
misma, 20s (luz continua o 4 pulsos de 5 s, respectivamente). El area de las respuestas de
Ca?" inducidas por el protocolo LFS en microdominios y soma de los astrocitos fue mayor

que la obtenida por el estimulo continuo de 20s. (Figura 4.24D), lo que indicaba que los
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astrocitos activados por melanopsin podian discriminar distintos patrones de luz induciendo

diferentes respuestas de Ca?".

En estas condiciones, se registraron neuronas de CA1 y se observo un fuerte incremento
en la amplitud de los EPSC después del protocolo LFS, que persistia méas de 30 minutos
(potenciacion a largo plazo, LTP) ( 217,65 &+ 37,51 % sobre el basal; n = 10; P <0,001;Figu-
ra 4.25). Este efecto se produjo en el 80 % de las células registradas, lo que indica el efecto

robusto de este protocolo sobre la transmision sinaptica (Figura 4.25A).

El analisis del CV indic6 un mecanismo de accién presinaptico subyacente a esta LTP
(Figura 4.25). El estudio farmacologico revelo que la LTP mediada por astrocitos era sensible
a los antagonistas purinérgicos SCH 8261 (91,39 + 13,58 % sobre el basal; n = 11; P = 0,281)
y MRS2179 (92,28 4+ 12,54 % sobre el basal; n = 7; P = 0,396;Figura 4.25C,D). La presencia
del antagonista del receptor mGluR1a (LY367385) no bloqued la potenciacion sinéptica
(144,89 + 15,36 % sobre la transmision basal; n = 10; P =0,006;Figura 4.25C,D), aunque se
redujo la magnitud de la LTP frente a las condiciones control (P = 0,004). Como ocurria con
estimulos continuos (ver Figura 4.22), el bloqueo de los hemicanales de conexina con Gap26
(100 M) no impidi6 la LTP inducida por astrocitos (176,30 + 22,79 % sobre la linea basal;
n = 5; P <0,001;Figura 4.26). Sin embargo, la carga intracelular de astrocitos con Evans
Blue (5 uM) si consigui6é abolir la LTP (91,08 + 6,75 % sobre el basal; n =7; P = 0126;
Figura 4.26). Estos datos sugieren un papel relevante de los gliotransmisores ATP/ADO,
liberados por los astrocitos a través de mecanismos vesiculares, en la LTP generada por la
estimulacion de astrocitos a bajas frecuencias. Para establecer la relacién causal entre las
senales de Ca?" y la plasticidad sinaptica inducida, se llen6 la red astrocitaria con GDPSS,
para bloquear la senalizaciéon mediada por GPCR, consiguiendo el bloqueo de la LTP tras la
estimulacion con LFS (100,12 4+ 4,18 % sobre el basal; n = 6; P = 0,977; Figura 4.25). Por
su parte, la estimulacién de astrocitos con melanopsin en ratones Ip3r2~/~ no dio lugar a
cambios sinapticos (91,76 4 7,42 % sobre el basal; n = 7; P = 0,281;Figura 4.25D ) indicando
que la senalizacion intracelular por proteinas G y la via del Ip3 eran necesarias y suficientes

para inducir LTP en las sinapsis hipocampales CA3-CA1.
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Figura 4.25 | La activacion de astrocitos con LFS induce LTP hipocampal. A.
Esquema diseno experimental, y porcentaje de neuronas que muestran cambios sindpticos después de LFS.
B. Trazos de los EPSC antes (i) y después (ii) del protocolo de LFS sobre astrocitos y amplitud de un EPSC
en el tiempo para célula representativa. C. Promedio de los cambios relativos de la amplitud de EPSC a en
tiempo después de LFS en control y en presencia de distintas herramientas farmacolédgicas. El tiempo cero
denota estimulacion de la luz. D. valores medio relativos de la amplitud de los EPSC después del LFS (valor
medio medido a 29 — 31 min) en control (n = 10, p <0,001), y en presencia de LY367385 (n=10, p = 0,006),
SCH58261 (n=11), MRS2179 (n=7), iA-GDPSS (n=7), y en astrocitos Ip3r2 —/—- Melanopsin (n=7), **p
<0,01, ***p <0,001, t-test pareado. E Coeficiente de variacion normalizado (CV) a basal después de 30 min

de estimulacion de astrocitos (n = 8). Datos se muestran como media + SEM.

Los receptores NMDA estéan ampliamente involucrados en los procesos LTP (Volianskis et
al., 2015) y se han relacionado con formas particulares de plasticidad sinaptica mediada por
astrocitos (Adamsky et al., 2018; Henneberger et al., 2010; Min and Nevian, 2012; Andrade-
Talavera et al., 2016). En consecuencia, estudiamos si la activacion de los receptores NMDA
contribuian a los fenémenos observados mediante la perfusion en el medio extracelular de D-
AP5 (50 p M). Observamos que la estimulacion de los astrocitos con el protocolo LFS inducia

atn potenciacion sinaptica (118,68 4 5,62 % frente al basal; n = 13; P = 0,006; Figura 4.26A),
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pero de menor magnitud que en condiciones control (P<0,001). Adicionalmente, analizamos
la contribucion de la actividad postsindptica a esta potenciacion de larga duracion mediante
la carga intracelular de BAPTA en las neuronas registradas (nBAPTA; 20 mM).
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Figura 4.26 /| Contribucion de los NMDARs en la LTP inducida por astrocitos.
A. Dcha, cambios relativos de la amplitud de los EPSCs en el tiempo inducidos por LFS en control (n =
10),y en presencia del antagonista D-AP5 (50 uM; n = 13), y después de carga neuronal con BAPTA (20
mM; n-BAPTA; n = 8). Izda, Promedio de la amplitud de los EPSCs en control y presencia de D-AP5 (n=
13, p=0,006), y BAPTA intracelular en las neuronas (n-BAPTA, n=8). B. cambios relativos de la amplitud
de los EPSC medidos 30 min después del protocolo LFS en presencia de GAP26 (n = 5), carga de astrocitos
con Evans Blue (n = 7), y astrocitos transfectados con vector (n = 8). P < 0,001; t-test pareado.

En estas condiciones, la estimulacion de los astrocitos con el protocolo LFS no inducia
LTP (108,60 + 4,03 % frente al basal; n = 8; P = 0,081; Figura 4.26A), sugiriendo que junto
con las acciones presinapticas derivadas de la estimulacion 6ptica de astrocitos, las neuronas
postsinapticas también contribuyeron a la LTP inducida por astrocitos. Cabe destacar que
tanto el bloqueo de los receptores NMDA como el Ca?" postsinédptico con BAPTA permi-
tieron un aumento transitorio de la amplitud de los EPSCs durante los primeros minutos
después del protocolo LFS, similar a la potenciaciéon sinaptica a corto plazo observada por
la estimulaciéon aguda de melanopsin. Sin embargo, se requeria la activacion de NMDARs y
el aumento de Ca?" postsinaptico para el aumento sostenido de la potenciacién sinéptica y
la expresion LTP en las sinapsis hipocampales (Volianskis et al.; 2015) (Figura 4.25 y4.26).
Por tanto, estos datos revelan la habilidad de los astrocitos para desencadenar distintos ti-
pos de plasticidad sindptica en respuesta a diferentes patrones de actividad, que pueden ser

simulados de forma precisa con melanopsin.
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4.1.7. Melanopsin como herramienta optogenética para estudios in
VIVO

La actividad de los astrocitos se ha relacionado con la correcta ejecucion de tareas cogniti-
vas (Florian et al., 2011; Lee et al., 2014; Matos et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Perea et al.,
2014). Asi, nos propusimos investigar si los cambios sinapticos inducidos por la estimulacion
selectiva de los astrocitos con melanopsin podian tener un impacto en el comportamiento ani-
mal. Para ello se inyectaron ratones bilateralmente con AAV2/5-GFAP-Melanopsin-mCherry
en la regiéon del hipocampo, y se evaluo el rendimiento de la memoria mediante el test basado
en la localizacion de nuevos objetos (NOL, de inglés novel object location, que consta de dos

fases, adquisicion y test).
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Figura 4.27 | LF'S en astrocitos aumenta el rendimiento de la memoria. A. Esquema
de la prueba NOL, indicando la aplicacién de luz durante la prueba de adquisicién tanto para el control
(ratones no transfectados con fibra o6ptica) como para los ratones transfectados con melanopsin. El test
consistia en la exposicion de los ratones a 2 objetos durante 10 minutos (ensayo de adquisicion), y 30
minutos més tarde se evalué durante 5 minutos como era la exploracién cuando uno de los objetos tenia una
ubicacion nueva. B. Cuantificacion del indice de discriminacién en control (0,569 + 0,030; n = 5, negro), y en
ratones con melanopsin (0,699+0,037; n=11, azul; p=0,041) mostrando la mejora del indice de reconocimiento
inducido por la activaciéon de astrocitos. *p <0,05, ANOVA one-way, post hoc Tukey —Kramer.

La estimulacion de los astrocitos con el protocolo LF'S se aplic6 durante 3 minutos coinci-
diendo con el periodo de adquisiciéon de la memoria. Se observé que la activacion de astrocitos
suponia un incremento significativo en la preferencia de objetos en nueva posicién en com-
paracion con los ratones control; es decir, mediante la activacion selectiva de astrocitos con
melanopsin se conseguia mejorar el indice de discriminacion (0,57 £ 0,030 en ratones control

implantados con fibras vs 0,56 + 0,041 en ratones con virus control, P = 0,868; y 0,70 +
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0,037 en ratones transfectados con melanopsin, P = 0,041; n = 5, n = 6, y n = 11; respecti-

vamente (4.27).

En conjunto, estos datos revelan la capacidad de los astrocitos para mejorar el rendi-
miento cognitivo y la memoria (Adamsky et al.,, 2018), y ponen de manifiesto la eficiencia
de melanopsin como una herramienta optogenética ventajosa para el estudio de astrocitos

m VIo.
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4.2. La senalizaciéon GABAérgica en astrocitos participa

en el balance E/I de los circuitos corticales

Durante la toma de decisiones, la actividad de la corteza prefrontal medial (CPFm)
codifica informacién sobre eventos presentes y planes futuros. Los comportamientos dirigidos
son complejos, y requieren que el sujeto perciba la informacién de su entorno, aprenda, y
luego seleccione que hacer a continuacion (Penner and Mizumori, 2012), proporcionando, por
tanto, los cimientos de procesos de toma de decision del reino animal (Pezzulo, 2014). En
este tipo de comportamientos también se ha descrito la importancia de la participacion de
neuronas PV+, con un papel relevante en el mantenimiento de oscilaciones gamma que se han
descrito fundamentales en la realizacion de estas tareas. Por tanto, nos propusimos estudiar
la implicacion de la activacion GABAérgica de astrocitos en los fenémenos subyacentes a

estos comportamientos.

4.2.1. La estimulaciéon de PV+4+ en CPFm con un patrén theta-

gamma recluta la actividad astrocitaria

La generacion de oscilaciones locales theta y gamma esta estrechamente relacionada con
la actividad de interneuronas PV+ (Buzsaki and Wang, 2012; Cardin et al., 2009). Las in-
terneuronas GABAérgicas corticales que expresan PV+ son importantes reguladores de las
actividad de la red local (Hu et al., 2014); y su activacion sincronica es suficiente para la
induccion de oscilaciones gamma y podrian encontrarse implicadas en la correcta ejecucion
de tareas comportamentales (Buzsiki and Wang, 2012; Cardin et al., 2009; Sohal, 2016).
Por tanto, analizamos si este patron de actividad theta-gamma en las neuronas PV+ podia
activar astrocitos y las consecuencias de esta interaccion para la transmision sinaptica inhi-

bidora en los circuitos corticales de la CPFm.

Para ello, se realizaron registros in vitro en ratones transgénicos PV-tomato en la capa
2/3 de CPFm, en los que se identificaron las interneuronas PV+ en rojo y las neuronas
piramidales en base a sus propiedades eléctricas. En un grupo de experimentos se realizaron
inyecciones virales para marcar especificamente neuronas excitadoras, utilizando el promo-
tor CamKII fusionado al reportero fluorescente YFP (AAV9-CamKII-YFP), asegurando el

registro de neuronas excitadoras (Figura 4.28A-B).
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A

PV+ cell

Figura 4.28 | Identificacion de neuronas PV+ y células PC en CPFm. A. Izda,
Esquema respresentativo de CPFm, zona de inyeccién con CamKII y zona de registro marcada en amarillo.
Dcha, Rodaja de CPFm expresando el reportero CamKII para identificacion de neuronas PC. B. Inmunoci-
toquimica de CamKII (amarillo), S100 (azul), PV+ (rojo) en rodajas de CPFm. C. Esquema representativo
de abordaje experimental y patron de disparo de PV+ y PC registradas en fijacién de voltage. D. Imagen
de epifluorescencia mostrando en rojo una célula PV+ y llenado con Alexa-488 en verde de las dos células
registradas, PV+ y célula principal, respectivamente.

Las células PV+ se despolarizaron con un patrén theta-gamma de diferentes duracio-
nes (5s, 10s o 30s) a través de la pipeta de registro. Se observo que estimulos crecientes en
duraciéon inducian diferentes respuestas en la transmision inhibitoria inducida (IPSCs, del
inglés inhibitory postsynaptic currents) en las neuronas principales registradas (Figura 4.29).
Asi, estimulos de 5s generaban una potenciacion transitoria de los IPSCs, mientras que 10s
inducian una rapida depresion (Figura 4.29B; n=10 y n=14, respectivamente). Por su parte,
protocolos de 30s inducfan una potenciaciéon mas prolongada de la transmision sindptica

inhibidora (de unos 15 min de duracién en promedio) (Figura 4.29B, n=15).
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Figura 4.29 |/ Patron anidado theta-gamma a diferentes duraciones provoca dis-
tintas respuestas de la transmision sindptica inhibidora en CPFm. A. Sup, esquema
representativo de aproximaciéon experimental. Inf, protocolos de estimulacién sobre las interneuronas PV
y respuestas en las PC registradas simultaneamente. B. Curso temporal de los IPSCs bajo los diferentes
patrones de estimulacion (indicada su duracion en rojo). C. Sup, porcentaje de células PC que responden
potenciando (negro) o deprimiendo (azul) sus IPSCs en respuesta al protocolo theta-gamma de 30s. Inf,

curso temporal y porcentaje de modulaciéon de los IPSCs de estas mismas poblaciones.

En condiciones de estimulacion de las PV+ durante 30 s encontramos una poblacion
mayoritaria de PCs, 79% (12 de 15 neuronas registradas), que mostraban una potenciacion
de la inhibicién; mientras que un 21 % presentaban una disminucion en la amplitud de sus
IPSCs. Por tanto, distintos rangos de actividad de las interneuronas PV+ afectan de forma

diferencial a la respuesta de las neuronas excitadoras vecinas.

Dado que los astrocitos son capaces de detectar la actividad GABAérgica (Mariotti et
al., 2018; Perea et al., 2016; Mederos and Perea, 2019; Mariotti et al., 2016b), nos propusi-
mos estudiar si pueden modular estas las corrientes GABAérgicas. Para ello, se bloqueo la
red astrocitaria con BAPTA intracelular (40 mM) por medio de la pipeta de registro y se
probaron los protocolos de 5s, 10s y 30s de estimulacion de las PV+. En estas condiciones,
la modulacion observada por protocolos de 5s y 10s seguia presente después del bloqueo del

Ca?" en astrocitos (n=4 y 8 neuronas, respectivamente); sin embargo, tras estimulaciones
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de mayor duracion (30s) se producia el bloqueo de la potenciacion de los IPSCs (Figura
4.30; n=7). Estos resultados indican que eran necesarios periodos relativamente largos de

actividad de las neuronas PV+ para reclutar la senalizacion en astrocitos.
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Figura 4.30 /| La activacion de interneuronas PV con un patron theta-gamma
de 30s es eficiente en reclutar astrocitos que participan en la modulacion sindp-
tica inhibitoria. A. Izda, Esquema representativo de llenado de astrocitos en CPFm con BAPTA para
el bloqueo del calcio astrocitario. Dcha, iméagenes del marcaje de la red astrocitaria con biocitina tras el
llenado de un astrocito, y ampliacién de la misma zona con el marcaje positivo para S100 (Dcha). Escala,
50 y 25 pm; respectivamente. B. Sup Izda, respuestas representativas de los IPSCs en presencia de BAPTA
en los astrocitos (BAPTA-astro) antes y después de la activacion de PV+ durante 30s, y patrones de des-
polarizacion theta-gamma sobre PV+; Inf, curso temporal de los IPSCs en control (negro) y BAPTA-astro
(verde) tras la estimulacion de PV+ 30s. C. Amplitud de los IPSCs en control (negro), BAPTA-astro (verde)
e Ip3r2—/~ (amarillo) para cada uno de los protocolos de estimulacion de diferentes duraciones theta-gamma
(indicado en rojo, 5, 10, 30 s). Notese que el analisis de las respuestas sinapticas >25 min de estimulacion

de las neuronas PV+ 30s indica que el efecto sobre la transmision sinaptica inhibidora es transitorio.

Asimismo, se realizaron experimentos en ratones Ip3r2~/~ que mostraban marcadas las
interneuronas PV+ (ver Capitulo Materiales y Métodos), que confirmaron la independencia
de la respuesta sinaptica respecto a la actividad astrocitaria para pulsos cortos, pero no para
pulsos prolongados en el disparo de las neuronas PV+ (n=4 y 12 neuronas respectivamen-

te para las distintas condiciones), corroborando los resultados obtenidos con el bloqueo del
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Ca?" intracelular en la red astrocitaria con BAPTA (Figura 4.30).

En base a estas observaciones, nos propusimos estudiar la sefial de Ca?" astrocitaria in-
ducida por protocolos theta-gamma en las neuronas PV—+. Utilizando estrategias virales para
la expresion de cyto-Gecamp6 en astrocitos de CPFm se observé un aumento en el ntimero

de eventos de Ca®" tras la despolarizacion de las neuronas PV+ (Figura 4.31A-B).
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Figura 4.31 /| Respuesta de Ca®" en astrocitos mediada por GABAgR tras la
estimulacion de PV+. A. Sup, esquema de la expresién en CPFm con GCamp6-cyto para el estudio
de Ca?™ en astrocitos. Inf, esquema del disefio experimental, registro de célula PV+ que sera despolarizada
(theta-gamma @30s) y los astrocitos Gecamp6-cyto monitorizados. B. Inmunocitoquimica de NeuN (azul),
Geamp6 (verde), S100 (blanco) y PV+ (rojo). C. Colocalizacién s100:Gecamp6 y NeuN:Gcamp6. Notese
expresion selectiva de Gecamp6b en astrocitos. D. Izda, imagenes de epifluorescencia de un astrocito antes y
después del estimulo de la neurona PV+. Notese el aumento de la fluorescencia tras el estimulo. Dcha, trazos
representativos de Ca?" intracelular a lo largo del tiempo (barra roja corresponde a la despolarizacion de la
interneurona PV+) en condiciones control (verde), y después de aplicar CGP55845 (azul). E. Frecuencia de
eventos en basal (tonos claros) y después del estimulo theta-gamma sobre PV+ de 30s (tonos oscuros) para

diferentes condiciones experimentales (*** p<0.001; ANOVA one-way, post-hoc Tukey-Kramer).
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Estas respuestas confirman datos previos (Mariotti et al., 2018; Perea et al., 2016; Covelo
and Araque, 2018), mostrando un aumento en la frecuencia de eventos de Ca*" sin provocar
cambios en la amplitud de los mismos. Ademas, se comprobd que eran sensibles al bloqueo
del receptor GABAg mediante el uso de CGP55845 (5 uM), un antagonista selectivo de estos
receptores (Figura 4.31D-E). El uso de ratones Ip3r2~/~ confirmé la ausencia de respuestas
activas en astrocitos tras la estimulacion de las interneuronas PV+ con pulsos de 30s (ver
Figura 4.31E).

El analisis del coeficiente de variacion (CV) de las respuestas sindpticas mostré un compo-
nente presinaptico (Figura 4.32A; n=16 neuronas). Para estudiar en detalle las propiedades
sindpticas de esta modulacién, se analizaron los IPSCS unitarios debidos a la despolarizacién
theta-gamma sobre las neuronas PV+ en los pares de neuronas PV-+-PC conectadas (Figura
4.32B,C; n=9 parejas de neuronas). El resultado mostraba un aumento de la eficacia de las
respuestas unitarias tras la estimulacion de las PV+ mediado por un incremento de la pro-
babilidad de liberacion de neurotransmisor (Figura 4.32B,C). En conjunto, estos resultados
indican una mejora de la transmisién inhibitoria a través de la potenciacion de la liberacion
de GABA por parte de los terminales sinapticos de las neuronas PV+ y posiblemente de

otros terminales GABAérgicos.
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Figura 4.32 /| Fendmeno presindptico: andlisis CV y parejas monosindpticas de
PV-PC. A. Cambios relativos del coeficiente de variacion (CV) medidos 1’5 min después de la estimulacion
de las PV+. B. Izda, Respuestas sinapticas inducidas sobre la PC (negro) ante la despolarizacién transitoria
de una PV+ conectada sinapticamente (rojo). Dcha, ejemplo promedio de los trazos para una neurona PV
antes y después de la estimulaciéon de la neurona PV+. Noétese la mejora en la eficacia en la condiciéon post
Stim (posterior al protocolo theta-gamma @30s). C. Cambios relativos al basal de los parametros sinapticos
(aciertos, eficacia y potencia) inducidos sobre la neurona PC por el protocolo sobre la interneurona PV+.

Notese que la potencia no es significativa frente a su propio basal.
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Con el fin de determinar los gliotransmisores y receptores implicados en las respuestas
sinapticas mediadas por la activacion de astrocitos, se bloqueé la activacion de los receptores
GABAg con CGP55845 (5 pmM). Bajo estas condiciones, la estimulacion de las neuronas
PV-+ con el protocolo theta-gamma de 30s, no indujo modulacion alguna de los IPSCs (Fi-
gura 4.33; n=11 neuronas), en consonancia con los resultados obtenidos bloqueando la senal

de Ca®" en astrocitos (Figura 4.31D,E).
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Figura 4.33 /| GABAgR astrocitario regula la potenciacion de la inhibicion in-
ducida por las PV+ sobre neuronas PC. A.IPSCs antes y después del Stim PV, en control
y presencia del antagonista GABAgR (CGP55845). B. Curso temporal de la respuesta en presencia de
CGP55845 en el bano ante la aplicacion del protocolo theta-gamma durante 30s sobre la interneurona PV+-.
Notese la desaparicion de la potenciacion de la transmision sinaptica inhibidora en presencia del antagonista.
C. Cambios relativos de los IPSC en control (negro) y en presencia de CGP55845 (azul oscuro) a 1 minuto
tras la estimulacion PV+ (* p<0.05; One way ANOVA post hoc Tukey-Kramer).

Las células PV+ presentan un alto grado de conectividad entre si, lo que favorece la sin-
cronizacion en los rangos de frecuencia gamma (Packer and Yuste, 2011). Por ello, evaluamos
el efecto de la actividad poblacional de las interneuronas PV-+ con el ritmo theta-gamma

sobre la transmision sindptica inhibidora de las PC.

La estimulacion poblacional se obtuvo mediante la expresion selectiva de ChR2 en las
células PV+ (ratones PV-Cre transfectados con AAV9-dio-ChR2-mCherry; Figura 4.34B).
Observamos que la estimulaciéon optica de las células PV+ con protocolos de 30s theta-
gamma producia una robusta potenciacion de los IPSCs que se mantenia sostenida por mas
de 20 min (Figura 4.34C; n=15). Cabe destacar que el porcentaje de neuronas PC que mos-

traron la potenciacion o disminucion de la inhibicion (73 % vs 27 %, respectivamente) en
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respuesta a la estimulacion poblacional de neuronas PV+ con ChR2 (Figura 4.34C), fue
similar al obtenido con la estimulacion selectiva de una tnica neurona PV—+ por despolari-
zacion (Figura 4.29C); lo que refuerza los resultados obtenidos por despolarizacion unitaria

y apoya la existencia de mecanismos paralelos para la modulacion sinédptica inhibidora.
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Figura 4.34 /| Estimulacion poblacional de células PV+ mediante ChR2. A. Esque-
ma del diseno experimental de los registros de neuronas PC y aplicaciéon de luz sobre las neuronas PV+ con
el mismo protocolotheta-gamma durante 30s. B. Inmunohistoquimica mostrando la expresion de ChR2 sobre
las células PVcre con el AAV-dio-ChR2-mCherry. C. Izda, Corrientes sinépticas inhibidoras (IPSCs) antes
y después de la estimulacion, en control (negro) y en ratones PVCre-Ip3r2—/~ (amarillo). Noétese como los
ratones Ip3r2~/~ pierden la potenciacion de la inhibicién ante el estimulo poblacional de las PV+. Dcha Sup,
Se muestra el namero de células que presentan una potenciacion de la inhibicion en condiciones control (con
valores muy similares a los obtenidos en la estimulacion de una tnica PV+). Dcha Inf, curso temporal de la
amplitud relativa de los IPSC tras la estimulacion de PV-ChR2 en ratones WT e Ip3r2—/~. D. Valores de

los IPSCs registrados 1’5 min después de la estimulacion de PV-ChR2 en el para las diferentes condiciones.

El bloqueo de los receptores de GABAg con CGP55845 abolio esta potenciacion (Figura
4.34D; n=11 neuronas), al igual que no se produjo en ratones Ip3r2~/~ tras la estimulacién
selectiva con ChR2 de neuronas PV (Figura 4.34C, D; n=9). Por tanto, estos resultados
indicaban que tanto a nivel unitario como poblacional, bajo condiciones fisiologicas de ac-
tividad de las neuronas PV+ se reclutan astrocitos que, a través de la activacion de los
receptores GABAg y la sefializacién de Ca?" intracelular, participan en la potenciacién de

la inhibicién cortical.
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4.2.2. La senalizacion GABAérgica estimula la liberaciéon de glu-
tamato en astrocitos que contribuye al incremento del tono
inhibitorio

Se utilizaron aproximaciones farmacologicas para explorar los mecanismos subcelulares

responsables de la regulacion de la potenciaciéon de la inhibicién por astrocitos.

Se ha descrito la liberacion de glutamato y adenosina en respuesta a la estimulacion de
los receptores GABAg (Perea et al., 2016; Covelo and Araque, 2018). Por tanto, se propuso
confirmar si la activacion de los astrocitos por la actividad de las neuronas PV+ inducia la
liberaciéon de estos gliotransmisores. El bloqueo de los receptores mGluR1 consigui6é abolir
la potenciacion de los IPSCs (n=8 neuronas), sin embargo, tras el bloqueo de los receptores
de adenosina A2A (n=9 neuronas), asi como el bloqueo del Ca®" postsindptico (n-BAPTA)
(n=7 neuronas) y las rutas ligadas a la sefializacion por proteinas G (n==8 neuronas), me-
diante el uso de BAPTA y GDPSS en la pipeta de registro de las PC, respectivamente; se
observo la potenciacion de la inhibicién por la estimulacion de las interneuronas PV+ (Fi-
gura 4.35A, B).
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Figura 4.35 /| La potenciacion de la inhibicion es dependiente de la liberacion de
glutamato por los astrocitos. A. Sup, Se muestran las corrientes sindpticas de los IPSC antes y
después de la estimulacion en presencia del antagonista de los mGluR1, LY367385. Inf, curso temporal de
los IPSCs de la neuronas PC tras aplicar el protocolo sobre la PV+, a los 5 min de registro. Estimulacion
en min 5. B. Cambios relativos de la amplitud del IPSC 1’5 min después del estimulo unitario en las PV+
en control y bajo las distintas condiciones farmacologicas. C. Cambios relativos de la amplitud de los IPSCs
1’5 min después de la estimulacion con ChR2 sobre las PV+, en control y en presencia de LY367385.
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En una serie de experimentos se estimularon las PV+ por medio de ChR2 en presencia
del antagonista de mGluR1 (Figura 4.35C; n=7 neuronas), ante el que no se observaron

cambios significativos en la amplitud de los IPSCs.

En conjunto, estos resultados indicaron la habilidad de los astrocitos para liberar glutama-
to en respuesta a la actividad GABAérgica de las neuronas PV+, que provoco la activacion

de los receptores mGluR1 en las neuronas inhibitorias y el consiguiente incremento en la
probabilidad de liberacion de GABA.

4.2.3. La estimulaciéon selectiva de astrocitos con melanopsin reca-

pitula la potenciacién de la transmision GABAérgica

Decidimos comprobar si la activacion de los astrocitos era suficiente para generar la
potenciacion del tono inhibitorio observado tras la estimulacién de neuronas PV+, mediante
la expresion selectiva de melanopsin en astrocitos (Figura 4.36A; siguiendo una estrategia

similar a la descrita en la seccion Resultados 4.1 y (Mederos et al., 2019)).
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Figura 4.36 | Melanopsin recapitula la potenciacion de la inhibicion. A.Innmunohis-
toquimica de la expresion de melanopsin en astrocitos de CPFm. B. Sup, Esquema mostrando la estimulacién
de astrocitos Melanopsin - mCherry junto con el registro de una neurona PC en CPFm. Inf, IPSCs antes y
después de la estimulacién de astrocitos con melanopsin. C. Curso temporal la amplitud de los IPSCs, tras
el estimulo de melanopsin (estimulaciéon con luz a los 5 min de registro) D. Cambios relativos de la amplitud

del IPSC 1’5 min después de protocolo de luz theta-gamma sobre astrocitos en control (rojo) y en presencia
LY367385 (celeste).
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Encontramos que la estimulacién 6ptica de astrocitos con un patron theta-gamma era
suficiente para recapitular la potenciacion de la inhibicion sobre las PC (n=10 neuronas), y
que esta potenciacion se bloqueaba en presencia del antagonista. Descubrimos que la esti-
mulacion de los astrocitos mediante la activacion de melanopsin con un patréon theta-gamma
era producida a través de la activacion de los mGluR1 presinapticos, LY367385 (Figura
4.36D; n=10 neuronas), indicando la capacidad de los astrocitos activados con este (patron
de luz theta-gamma) para liberar glutamato (Mederos et al., 2019). Poniendo de manifiesto,
ademas, la capacidad de los astrocitos para producir de novo plasticidad de la transmision
sinaptica inhibitoria en CPFm, de forma similar a la que es generada por la actividad de las

interneuronas PV--.

4.2.4. La activacién de receptores GABARg en astrocitos es necesa-

ria para la correcta ejecucion de funciones cognitivas

Dado que demostramos que los GABAgRs en astrocitos tenfan implicaciones importantes
en la modulacion de la transmision sinaptica inhibitoria, y puesto que el balance E/I esta
fuertemente ligado a la correcta ejecucion de las tareas comportamentales (Gao et al., 2017;
Yizhar et al., 2011a), nos propusimos estudiar si la ausencia de estos receptores en astrocitos
darfa lugar a alteraciones cognitivas. Para ello utilizamos ratones transgénicos para el gen
GABAgRI1, que codifica para subunidad 1 del receptor de GABAg y se presenta flanquea-
do por una secuencia flox (Haller et al., 2004). Con el objetivo de eliminar la expresion del
receptor GABAg en astrocitos, se expreso la Cre-recombinasa en astrocitos de CPFm selecti-
vamente mediante transfeccion viral (AAV2.5-GFAP-Cre-mCherry)(Figura 4.37A), a partir
de ahora estos animales los denominaremos como GbKO, y a los animales control (AAV2.5-

GFAP-Cre-mCherry sobre animales hermanos no floxeados) los llamaremos GbWT.

Estudios previos del laboratorio habian mostrado alteraciones en la senal del LFP en el
hipocampo de ratones GbKO anestesiados (Perea et al., 2016), que han sido recientemente
corroborados en el estriado, donde se han mostrado alteraciones comportamentales como
consecuencia de la sobreactivacion de los receptores GABAgR astrocitarios (Nagai et al.,
2019).
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Figura 4.37 | Expresion de GFAPCre en astrocitos de CPFm. A. Sup, Esquema de
inyeccion de GFAP-Cre-mcherry selectivamente en astrocitos de CPFm para generaciéon de ratones GbKO.
Inf, imagen confocal con expresion de Cre-recombinasa (rojo) en astrocitos de CPFm de ratones GbKO.
B. Sup, Inmunocitoquimica de S100 (verde), Cre (rojo), NeuN (azul). Inf, Detalle de astrocitos mostrando
expresion Cre en nicleo (rojo). Escala 50 y 20 um, respectivamente. C. Colocalizacion Cre:S100 y Cre:NeuN.

Notese la expresion selectiva de la recombinasa en astrocitos.

Nuestro estudio se limita a la CPFm, generando ratones GbKO en astrocitos de esta
region mediante la inyeccion de virus en este area (Figura 4.37A), donde comprobamos la
selectividad de la expresion viral en astrocitos (colocalizacion mCherry:s100, P<0.001 ;Fi-
gura 4.37B,C). Ademas, se analizaron los niveles de expresion del receptor GABbRI1 en la

membrana celular astrocitaria mediante estudios inmucitoquimicos (Figura 4.38).
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Figura 4.38 |/ Disminucion de niveles GABAgR1 en astrocitos GbKO. A. Sup,
inmunocitoquimica de astrocito en GBWT para S100 (verde) y GABAgRI1 (morado). Inf, astrocito en raton

(==}
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GABADRI (a.u)

Intensidad Fluorescencia

GbKO. Notese la disminucion de los niveles de GABAgR1. B. Cuantificaciéon de niveles de fluorescencia de
GABARRI en astrocitos de animales GbWT vs GbKO. N=129 y 159 astrocitos, respectivamente ***P<0.001;
One-Way Anova.

Para asegurar no sé6lo la disminucion en la expresion del receptor GABAg en astrocitos,
sino también su deficiencia funcional se analizaron las respuestas de Ca?" en estos astrocitos
GbKO . Siguiendo estrategias virales ya descritas anteriormente, se transfectaron ratones
GbKO con virus que contenfan cyto-Gcamp6f para evaluar la dinamica de Ca®" en los as-
trocitos de estos ratones GbKO frente a sus hermanos silvestres (GbWT)(Figura 4.39). La
estimulacion con baclofen (2 mM, 5 s), un agonista selectivo de los receptores GABAg, pro-
vocd aumentos de Ca?" en astroctios de ratones silvestres (confirmando resultados previos
(Mariotti et al., 2016a; Perea et al., 2016; Mariotti et al., 2018; Nagai et al., 2019)), pero
no indujo respuestas de Ca?" en astrocitos de ratones GbKO siendo transfectados los dos

grupos de ratones con el virus GFAP-Cre (Figura 4.39B)

Para testar que el baclofen selectivamente activaba los receptores de GABAg se aplico
en el bano el antagonista del receptor CGP5585 (5uM) en ratones GbWT (Figura 4.39D),
demostrando la especificidad de las respuestas a la activacion de estos receptores. Por otra
parte, se comprobo que los astrocitos GbKO, que no respondian a baclofen, si tenian capa-
cidad de aumentar su frecuencia de eventos de Ca®" tras la estimulaciéon con ATP (Lalo et
al., 2014) (Panel D Figura 4.39), confirmando la ausencia selectiva de las respuestas de Ca*"

dependientes de receptores GABAg en ratones GbKO.
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Figura 4.39 |/ Los astrocitos GbKO no responden al agonista baclofen. A. Esquema
del disefio experimental con astrocitos de CPFm expresando GCaMP6-cyto y registro de dinamicas de Ca?*"
ante pulsos de baclofen. B. Inmunocitoquimica de la expresion de GCaMP6-cyto en astrocitos de CPFm y
detalle mostrando marcaje para NeuN (azul), S100 (rojo) y GCaMPG6 (verde). Barras de escala 200 y 50 pm,
respectivamente C. Izda, trazos representativos del aumento selectivo ante la estimulacion con baclofen en
GbWT y GbKO. Nétese la disminucion de los eventos de Ca?* tras la estimulacion con el agonista selectivo
baclofen en los ratones GbKO. D. Promedio de la frecuencia de eventos de Ca?*t en astrocitos antes y después

de baclofen en las distintas configuraciones experimentales. Two-Way ANOVA Post hoc Tukey-Kramer.

Una vez comprobada la ausencia de senalizacion por GABAgR en los astrocitos de los
ratones GbKO, se realizaron diferentes pruebas de conducta dirigidas a estudiar el comporta-
miento de estos, especialmente aquellos test que evaliian paradigmas comportamentales que
presentan una implicacion directa de CPFm en las tareas que requieren memoria de trabajo,

planificacién y toma de decisiones.
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Figura 4.40 /| La ausencia de GABAgR en astrocitos de CPFm condiciona la
conducta de ratones GbKQ. A. Trazos representativos de las trayectorias de animales GbWT y
GbKO en el campo abierto. Notese el aumento del tiempo en el centro de los animales GbKO. B. Valores
para el indice de exploracién de centro frente a bordes y velocidad media de movimiento para GbWt frente
a GbKO. C. Izda, esquema del Elevated Plus Maze (EPM) que presenta dos brazos abiertos y dos cerrados.
Izda, trazos representativos de las trayectorias de animales GbWT (negro) y GbKO (purpura) en el EPM.
D. Indice de exploraciéon calculado como el nimero de exploraciones a brazo abierto frente al numero de
exploraciones a brazo cerrado. Nétese que los animales GbKO tienen mas exploraciones a los brazos abiertos
que sus hermanos GbWT, lo que se relaciona con menores niveles de ansiedad. E. Izda, Esquema de para-
digma comportamental, mostrando ensayo 1 de adquisicion localizacion objetos y ensayo 2 con cambio de
posiciones de 2/4 objetos (considerados ahora localizaciones novedosas). Dcha, trazos representativos de las
trayectorias para animales GbWT y GbKO durante el ensayo 2. Notese que los animales GbKO pierden la
selectividad de exploracion por las nuevas localizaciones. F. Resumen de los animales analizados (n=>5 para
GbWT, n=6 para GbKO) mostrando el con el indice de exploracion entre posiciones nuevas y familiares, y
el tiempo de exploracion total durante los 3 minutos del ensayo, se cuantifican el nimero de exploraciones

como acercamientos de la nariz a uno de los objetos.
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Se realizaron varios test de conducta dirigidos a estudiar el comportamiento de los ani-
males GbKO frente a sus hermanos GbW'T, con idea de dilucidar la implicacion del receptor
GABAg en astrocitos de CPFm en tareas involucradas en comportamientos de tipo goal-
directed, que directamente requieren de recuperaciéon de memoria, planificacién y toma de

decisiones, funciones en las que la CPFm se encuentra altamente involucrada.

El analisis de estas pruebas comportamentales en los ratones GbKO mostré un incre-
mento en el tiempo de exploracion del centro de la arena en el test de campo abierto en
comparacion con sus hermanos silvestres (GbWT). Se comprobo que la velocidad de despla-
zamiento de exploracion media era la misma para ambos grupos de animales, de forma que el
tiempo que los GbKO pasaban en el centro de la arena no estaba relacionado con una menor
velocidad durante la realizacion del test (Figura 4.40A,B). Ademas, el ratio de exploraciones
de brazos abiertos frente a brazos cerrados en el laberinto elevado en cruz (EPM) estaba
aumentado en los ratones GbKO frente a los animales GbWT (Figura 4.40C,D). Ambos re-
sultados indicaban una reduccion de los niveles de ansiedad frente a situaciones relacionadas

con el estrés ante exploracion de nuevos espacios (Steimer, 2011).

Ademas analizamos si el mayor indice de exploracion se relacionaba con alteraciones en
la exploracion selectiva de objetos localizados en nuevas posiciones durante el test de lo-
calizacion de objetos (OIP, del inglés Object in Place). Los ratones GbKO mostraron una
reduccion en el tiempo empleado en los objetos localizados en las nuevas posiciones frente a
los objetos familiares con respecto de los ratones GbWT (Figura 4.40E,F). Estos resultados
indican el papel clave de la activacion de los GABAgR astrocitarios en la CPFm en este tipo

de tareas.

Por ultimo, los ratones GbKO mostraron una clara deficiencia a la hora de realizar
correctamente una prueba de toma de decisiones basada en la alternancia, laberinto en T.
Los ratones GbKO, que debian aprender a elegir entrar en el brazo opuesto al que hubiesen
visitado en el ensayo anterior, fallaban significativamente mas a la hora de tomar la decision
correcta, y por tanto, en recibir la recompensa (n=13 ratones). Estos datos estaban en
oposicion a los obtenidos en sus hermanos silvestres (GbWT; n=9 ratones), que aprendian
correctamente y, por tanto, recibian con mayor frecuencia la recompensa a partir del dia 4

del test y sucesivos (Figura 4.41A-C).
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Figura 4.41 |/ La ausencia de GABAgR en astrocitos de CPFm disminuye la
memoria de trabajo. A. Dcha, esquema de paradigma comportamental en laberinto T mostrando un
ensayo de muestra hacia uno de los lados. Izda, sesion representativa (10 ensayos) del dia 4 para GbWT y
GDbKO. Los ensayos correctos se dibujan en verde, mientras que incorrectos en rojo. Notese el mayor nimero
de ensayos incorrectos (lineas rojas) en GbKO con respecto a GbWT, lo que indica un peor rendimiento. B.
Media de ensayos correctos para GbWT (negro) y GbKO (purpura) durante los dias de aprendizaje en la
arena (lineas gruesas representan la media, areas sombradas representan la SEM). C. Comparacion estadistica
del nimero medio de ensayos correctos entre grupos animales. Los ensayos correctos se agrupan en grupos
de 20 correspondientes a 2 dias sucesivos. One- Way ANOVA post hoc Tukey-Kramer. D. Correlaciéon de
niveles de infeccion y la respuesta comportamental para los ratones GbKO. E. Media de 10 dias (10 ensayos

por dia) para GbWT y GbKO tras el periodo de aprendizaje.

Encontramos una correlaciéon positiva entre el drea de CPFm con astrocitos mCherry
positivos para la expresion de Cre-recombinasa, y por tanto deficientes en GABAgR1, con
el nimero de errores que cometian al realizar el test durante el dia 4 (r=0.71, n=8 ratones)
(Figura 4.41D). Estos resultados indicaban una clara relacion entre el grado de transfeccion
en los astrocitos y el bajo rendimiento cognitivo. Ademaés, se analiz6 el efecto de la ausencia
de GABAgR en astrocitos en sesiones sucesivas (10-20 méas para cada animal) para evaluar
los efectos a largo plazo, y se observo que los ratones GbKO no conseguian igualar los valores

de referencia de los GbWT, lo que implicaba que la ausencia de GABAgR1 en astrocitos
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producia una disfuncion sostenida de los circuitos de CPFm (Figura 4.41E). Estos resulta-
dos demuestran el importante papel que juegan los astrocitos a través de la senalizacion

GABAérgica en la toma de decisiones y la planificacion de tareas.

4.2.5. La ausencia de GABAgR en astrocitos modifica los patrones

de oscilaciéon de la CPFm n vivo

A continuacién investigamos si la falta de senalizacion GABAérgica por GABAgR1 en
astrocitos, que producia alteraciones conductuales, inducia también modificaciones en la
actividad oscilatoria de la CPFm provenientes de los patrones de actividad neuronal. Para
ello se implantaron electrodos de registro multicanal en la CPFm que permitian estudiar

cambios en el LFP y los patrones de disparo neuronales durante la ejecuciéon del laberinto
en T.
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Figura 4.42 | Potencia del LFP durante la exploracion activa. A. Se muestran 3 min
representativos de los espectrogramas de frecuencia para ambos grupos animales durante EA. Inf, velocidad
de movimiento durante 3 min de exploracion activa. Aquellos puntos en los que la velocidad fue <3cm/s
se muestran sin color. B. Medias velocidad y tiempo total de movimiento para GbWT (negro) y GBKO
(parpura) durante EA en los periodos de descanso durante los ensayos del laberinto en T. C. Espectrograma

de frecuencias relativas para los dos grupos de ratones y potencia de las frecuencias agrupadas en rangos
(Dcha).
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En primer lugar se analiz6 el LFP durante las pausas de 5 minutos en los que los animales
no realizaban la tarea de toma de decisiones en el laberinto en T, denominamos como ex-
ploracion activa (EA) (Figura 4.42). En estos periodos se comprob6 que la potencia relativa
de las frecuencias gamma (30-80Hz) se reducia significativamente en los animales GbKO,
mientras que las frecuencias mas altas (80-120 Hz) se veian aumentadas frente a los animales
GbWT (Figura 4.42C); sin que estos cambios estuvieses determinados por diferencias en el

tiempo que estaban en movimiento, ni la velocidad media de los animales durante los perio-
dos de EA (Figura 4.42B).

A continuacion se analizo el LFP durante la toma de decisiones (tramos del test en los
que el animal tenia que decidir entre izquierda y derecha), separando aquellos ensayos que
implicaban decisiones correctas e incorrectas. Nos centramos en el analisis del LFP de aque-
llos ensayos que implicaban decisiones correctas. Para aportar una vision al respecto del
desplazamiento de los animales en el espacio, el eje X se representd como espacio, quedando
subdivido en: S (del inglés start), tramo en el que el animal empezaba a correr por el brazo
de la T; DZ (del inglés decision zone), zona en la que el animal tenia que decidir alternar a
izquierda o derecha; TP (del inglés turning point) zona en la que gira a izquierda o derecha
en la T, donde ya se ha consolidado la decision; y E (E, del inglés End), llegada al punto
en el que se recibe (o no) la recompensa (Figura 4.43A,B). Los diferentes ensayos para cada

animal se alinearon con respecto a TP.

En los ensayos correctos los ratones GbW'T mostraban valores més elevados de gamma
(30-60 Hz) que los animales GbKO (Figura 4.43C, E), estas diferencias eran significativas.
Sin embargo, no se observaron cambios en frecuencias lentas como theta (4-10 Hz), o fre-
cuencias méas altas como HFO (del inglés High Frequency Oscillations 80-120Hz) entre los
animales GbWT y GbKO durante la realizacién de estos ensayos correctos (Figura 4.43C-E).

Se comprob6 para todos los animales que los electrodos de registro se encontraban co-

rrectamente posicionadas en CPFm (Figura 4.43F).
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Figura 4.43 /| Disfuncion de las oscilaciones neuronales relacionadas con la toma
de decisiones en la CPFm de ratones GbKQ. A. Esquema de paradigma comportamental (s:
inicio) de la tarea de alternancia del laberinto T; DZ: zona de decision; TP: punto de giro; E: fin). B. Trazos
representativos para GbWT (negro) y GbKO (ptrpura) de la sefial LFP sin procesar y las sefiales filtradas
de paso de gamma durante un ensayo. C. Espectrogramas de frecuencia en el tiempo (eje X representado
como espacio) para ambos grupos animales durante ensayos correctos.D. Espectrograma de la potencia de
frecuencias en animales GbWT y GbKO. Nétese la disminucion de gamma. E. Diagrama de cajas de la
potencia para las tres bandas de frecuencia principales (Theta, Gamma, HFO del inglés High Frequency
Oscillation) para ambos grupos animales. Notese la disminucion significativa de gamma para los ratones
GbKO frente a GbWT * P<0.05. One Way-ANOVA. F. Representacion de la localizacion de los electrodos
de registros en cada uno de los animales implantados. Puntos morados representan animales GbKO y negros
animales GbWT. Imagen representativa de una secciéon de CPFm mostrando el tracto del peine de electrodos.

Escala, 1 mm.
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Se ha sugerido que el acoplamiento entre distintas frecuencias (PAC, del inglés Phase-
Amplitud Coupling) desempena un papel importante en el procesamiento de las senales
neuronales (Canolty and Knight, 2010). Esto es, la amplitud de una senal rapida es modu-
lada por la fase de una senal lenta, y puede ser medida en base a un indice de modulacién
(PAC). Las oscilaciones gamma muestran una variaciéon ritmica de magnitud y frecuencia
dentro del ciclo de theta en el que se encuentran (Bragin et al., 1995; Buzsaki, 2002), por
lo que determinamos si este acoplamiento o indice de PAC estaba alterado en los ratones

GbKO durante la toma de decisiones.

El analisis de los comodugramas (del inglés comodugram ') de PAC demostré que en
contraste con la modulacion que se observa en ratones GbWT (Figura 4.44C), los ratones
GbKO mostraron una menor eficacia en el acoplamiento entre la amplitud y la fase de estas

frecuencias (P = 0.040, Figura 4.44B).
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Figura 4.44 | Alteracion de PAC en ratones GbKO. A. Perfiles de frecuencia-frecuencia
entre para animal GbWT. B. Sup, potencia media de toda la frecuencia de gamma (30-80 Hz), para cada fase
de theta (PAC). La linea negra o purpura representa la media en los ratones GbWT o GbKO, respectivamente.
Las areas sombreadas representan el SEM. Inf, Grafica de cajas y estadistica del indice de PAC para GbWT
vs GbKO. El indice de potencia gamma (PAC) se calcul6 para cada raton como la proporcion de la potencia
méxima y minima de gamma. C. Potencia media de las distintas frecuencias de gamma, para cada fase de
theta en ratones GbWT y GbKO. Nétese que en el caso de los animales GbKO la modulacion del PAC se
pierde.

'En referencia a la representacion gréfica de correlaciones de frecuencia
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La fase para calcular los comodugramas de PAC se seleccioné en Theta (4-10 Hz) en base
al acoplamiento observado entre la frecuencia 2-10 Hz y la frecuencia 30-150 Hz, previamente
calculada para los animales GbWT (Figura 4.44A). El analisis del acoplamiento de amplitud
en fase indicaba el estado general del circuito en los GbWT y su disfuncién en los animales

GbKO (Figura 4.44A-C).

Estos resultados mostraron que los ratones GbKO exhiben una disfuncién general de
la integracion temporal de la informacion que impide el correcto aprendizaje de tareas que

implican toma de decisiones dependientes de los circuitos locales de CPFm.

4.2.6. Modificacion de los patrones de disparo de las neuronas de
CPFm en ratones GbKO

A continuacién se analizo la frecuencia de disparo de las poblaciones neuronales clasifica-
das como excitadoras e inhibidoras (ver Material y Métodos 3.11) en funcién del resultado de

la prueba comportamental (respuesta correcta o incorrecta) en los ratones silvestres y GbKO.

Se observé que los ratones GbKO presentaban un aumento global en la frecuencia de dis-
paro en las células excitadoras e inhibidoras durante el test, comparadas con ratones GbW'T
(considerando ensayos correctos e incorrectos) (Figura 4.45A). En el caso de los ensayos co-
rrectos, se observaba al representar cada neurona de manera individual en base a al promedio
de disparo antes de DZ (eje X) y después de DZ (eje Y) una pérdida en la estructura de
disparo (4.45B). Es decir, los animales GbWT presentaban poblaciones que aumentaban,
disminuian o permanecian invariables (puntos en la diagonal en Figura 4.45B), mientras que
las neuronas GbKO permanecian invariables, nétese el desplazamiento de los puntos morados
mayoritariamente a la diagonal (Figura 4.45B, C). Ademés, los animales GbWT presentaban
un incremento en la frecuencia media de disparo de las neuronas excitadoras e inhibidoras
cuando el animal entraba en DZ (nétese aumento en la grafica cuando el animal entra en

la zona marcada en gris, P=0.032), que no estaba presente en los animales GbKO (Figura
4.45C).
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Figura 4.45 | La ausencia de GABARR altera los patrones de actividad neuronal
en CPFm. A. Frecuencia de disparo promedio para cada poblacion de neuronas en GbWT (negro) y
GDbKO (purpura). Izda, unidades excitadoras; Drcha, unidades inhibitorias. Las 4reas sombreadas represen-
tan la SEM. B. Representacion de la frecuencia de disparo promedio antes de la entrada en DZ y después de
entrar en DZ para cada neurona. Notese como las unidades de los animales GbWT se encuentran alejados
de la diagonal con respecto a los GbKO. Inset sup, coeficiente de variacion para cada distribucion. Inset inf,
histograma de distribuciéon poblacional. C. Distribucion de los PAs para un conjunto de neuronas registradas
durante la prueba. Cada fila representa una sola unidad (neurona), con frecuencia disparo normalizada con
respecto a su frecuencia de disparo méxima, diferenciando ensayos correctos e incorrectos. Sup, neuronas
excitadoras; Inf, poblacién de las neuronas inhibidoras. D. Distribucion de unidades que representan subpo-
blaciones que aumentan (izquierda) y disminuyen (derecha) para unidades excitadoras. Inset, grafico de cajas
comparando subpoblaciones de GbWT y GbKO para unidades excitadoras, asi como unidades inhibitorias.
Para la comparacion estadistica, se expresa la subpoblacién de cada ratéon como el porcentaje de unidades
que representan de la poblacion total para ese tipo de unidades para los dos grupos de animales. **P<0.01
y *P<0.05.
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Durante los ensayos correctos, las neuronas de ratones GbW'T revelaron una clara diso-
ciacion en el comportamiento de las células excitadora, al mostrar cambios en la frecuencia
de disparo cuando el animal entraba en DZ, con un 27 % de las neuronas excitadoras mos-
trando un incremento en la actividad (192 de 853) y un 10% con una reducciéon de la
actividad (72 excitadoras de 853) (Figura 4.45C,D). Estos grupos se redujeron significativa-
mente en animales GbKO, 16 unidades excitadoras de 409 aumentaron su disparo y 10 de
409 lo disminuyeron (Figura 4.45C,D). Las células inhibidoras mostraron una subpoblacion
que aumentaba la frecuencia de disparo durante las pruebas correctas (23 de 110)(cf. (Kim
et al., 2016)) que también desaparecieron en los animales GbKO (2 de 109)(Figura 4.45C,D).

Estos resultados muestran las dificultades de los animales GbKO para mantener un cé-
digo en la estructura de disparo de su poblacién total que permita integrar la informacion,
mostrando la alteracion de las frecuencias de disparo de sus poblaciones excitadoras e inhi-
bidoras. Cabe destacar que los patrones de actividad neuronal observados en los animales
GbKO son similares a la actividad mostrada por parte de las neuronas en animales GbWT

durante ensayos incorrectos (Figura 4.45 (Gregoriou et al., 2014; Kim et al.; 2016)).

Para explorar la relacion entre las respuestas de las neuronas individuales y las fluctuacio-
nes en el LFP, analizamos la tasa de disparo de las neuronas respecto a la fase de frecuencia de
gamma (30-80 Hz) en ratones GbWT y GbKO. Descubrimos que el porcentaje de neuronas
que estaban significativamente acopladas a la fase de gamma estaba disminuido en anima-
les GbKO, tanto para las células excitadoras (17 % frente a 5% P=0.013, Chi-cuadrado)
como para las inhibidoras (24 % frente a 7% P=0.002, Chi-cuadrado). Ademas, este aco-
plamiento también se perdia cuando los animales realizaban ensayos incorrectos, tanto en
animales GbWT como GbKO (Figura 4.46). Estos datos tomados en conjunto, indican que
la ausencia de GABAgR en astrocitos disminuye la codificacion funcional a través de des-

cargas reguladas con precision a la fase de gamma durante la toma de decisiones en la CPFm.

Los patrones de disparo, mostrados en los graficos polares, y el alineamiento observado en
las interneuronas GbWT a la fase de gamma (~270°) son consistentes con la dindmica del rit-
mo gamma dirigida por las neuronas PV, que ha sido previamente descrita como impulsada
por las PV+ (Pritchett et al., 2015; Kim et al., 2016; Buzsaki and Wang, 2012). Figura 4.46).
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Figura 4.46 | Las neuronas de ratones GbKO pierden el disparo acoplado a
la fase gamma durante la realizacion de tareas cognitivas. A. Sup, distribuciéon polar
de neuronas excitadoras representativa durante la fase gamma para un animal GbWT durante los ensayos
correctos (verde) e incorrectos (rojo). Medio, graficos circulares indican el porcentaje de neuronas que estaban
significativamente acopladas a la fase de gamma (P <0.05, Rayleigh test). Inf, PAs para todas las unidades
excitadoras durante los ensayos correctos (verde) e incorrectos (rojo) para GbWT (negro) y GbKO (ptrpura)
a lo largo de la fase gamma. Dcha Inf, longitud media del vector para la poblaciéon total de neuronas. Se
trata de una medida del grado de acoplacimiento a la fase de gamma para las células (tomada de 0 a 1,

donde 1 es maximo acoplamiento). B. Igual que en (A) pero para unidades inhibitorias.

4.2.7. La activacion de astrocitos con melanopsin mejora la reali-

zacion de tareas cognitivas

Dado que melanopsin es capaz de generar un aumento del tono inhibitorio al estimu-
lar astrocitos, estudiamos si su activacion en astrocitos in vivo podria tener efectos sobre
el comportamiento. Tras la inyeccion de virus que contenian melanopsin (AAV2.5-GFAP-
melanopsin-mCherry, (Figura 4.47A,B) y la implantacion de fibras 6pticas en CPFm, obser-
vamos que la estimulacion optogenética de los astrocitos con un ritmo theta-gamma alterd
el comportamiento en el laberinto en T (n=7 ratones infectados con vector y n=12 ratones

infectados con melanopsin).
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Figura 4.47 | La activacion de astrocitos con melanopsin mejora la toma de de-
cisiones. A. Esquema de la transfeccion con melanopsin en astrocitos de CPFm. B. Izda, esquema de
implante de fibra 6ptica en CPFm para estimulacion de astrocitos durante realizacion de test de conducta.
Medio, Melanopsin expresandose en astrocitos de CPFm. Punta de flecha indica marca de la fibra 6ptica.
Escala 50 pm. Dcha, Inmunohistoquimica de astrocitos expresando melanopsin en CPFm, con melanopsin
(rojo), S100 (verde) y NeuN (azul). C. Sesion representativa (10 ensayos) del dia 2 para ratones transfectados
con vector y melanopsin (ensayos correctos en verde, incorrectos en rojo). Notese el mayor niimero de ensayos
correctos (lineas verdes) en el raton estimulado con melanopsin pese a estar en una fase muy temprana de
realizacion del test, indicando un mejor rendimiento. D. Media de ensayos correctos para vector (gris) y mela-
nopsin (rojo) durante los dias de aprendizaje en el laberinto (4reas sombreadas SEM). E. Izda, Comparacion
estadistica del nimero medio de ensayos correctos entre grupos animales. Los ensayos correctos se agrupan
en grupos de 20 correspondientes a 2 dias sucesivos. One- Way ANOVA post hoc Tukey-Kramer.Izda, Media
de 10 dias (10 ensayos por dia) para animales vector y Mmelanopsin posterior a periodo de aprendizaje. F.
Comparacion estadistica del nimero medio de ensayos correctos entre animales control (sin estimulacion,
ni infeccion) y vector (AAV-mCherry y estimulacion con luz mediante fibra optica). Notese que el efecto
selectivo de melanopsin no es debido a la luz o a la infeccién viral ya que no se aprecian diferencias entre los

animales vector y control.
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La estimulaciéon de astrocitos aument6 el ntimero de aciertos disminuyendo ademas el
tiempo de aprendizaje de la tarea (Figura 4.47C-E). Notese que los animales que expresaban
melanopsin mostraron un ratio de aciertos del 80 % en el dia 2, un incremento significativo
frente a los animales control para este mismo periodo (Figura 4.47D,E). Se comprob6 que la
luz per se no tenia nigtin efecto sobre el comportamiento ya que los animales inyectados con
vector (AAV2.5-GFAP-mCherry) y estimulados con luz no presentaron diferencias frente a

los animales silvestres (Figura 4.47F).

Ademas, se observo que la estimulacion de astrocitos con melanopsin también mejoraba
el tiempo de exploraciéon de objetos localizados en una nueva posicion (OIP) (Figura 4.48),

sin alterar el tiempo de exploraciéon total frente a los controles.
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Figura 4.48 | La expresion de melanopsin en astrocitos mejora OIP. A. Esquema del
paradigma comportamental, mostrando ensayo 1 de adquisicién localizaciéon objetos y ensayo 2 con cambio
de posiciones de 2/4 objetos (considerados ahora localizaciones novedosas). Dcha, trazos representativos para
animales Vector y Melanopsin durante el dia 2. Notese que los animales melanopsin pasan més tiempo en
el lado correspondiente a los objetos con las nuevas localizaciones. B.Resumen de todos los animales con el
indice de exploracion entre posiciones nuevas y familiares. Izda, tiempo de exploracion total durante los 3

minutos del ensayo (exploraciones analizadas como acercamientos de nariz a uno de los objetos) *P<0.05.
One-Way ANOVA.

4.2.8. La estimulacién con melanopsin en animales GbKO rescata

las deficiencias observadas en la toma de decisiones

Con el fin de estudiar si la activacion de astrocitos con melanopsin podia rescatar los

déficits en la toma de decisiones observados en los animales GbKO, se expreso selectiva-
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mente melanopsin en los astrocitos que presentaban ausencia del receptor GABAgR1. Para
ello y posteriormente a la generacion los animales GbKO en CPFm mediante la estrate-
gia previamente descrita, una semana después estos mismos animales fueron transfectados
con melanopsin (Figura 4.49A) e implantados con fibras 6pticas siguiendo el procedimiento

descrito en el Capitulo de Materiales y Métodos.
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Figura 4.49 |/ La expresion de melanopsin en astrocitos rescata las deficiencias
de animales GbKO en la toma de dectsiones. A. Dcha, Inmunocitoquimica de astrocitos
expresando melanopsin en CPFm de animal GbKO con melanopsin (rojo), S100 (celeste) y Cre (verde).
Notese la colocalizacion para Cre y Melanopsin sobre los astrocitos de la CPFm. B. Sesiéon representativa
(10 ensayos) del dia 4 para GbKO y GbKO-Melanopsin (ensayos correctos en verde, incorrectos en rojo).
Notese el mayor numero de ensayos correctos en el ratéon estimulado con melanopsin pese a ser GbKO.
C. Media de ensayos correctos para GbKO (purpura) y GbKO-melanopsin (naranja) durante los dias de
aprendizaje en el laberinto (4reas sombreadas SEM). D. Grafico de cajas con comparacion estadistica del
numero medio de ensayos correctos entre grupos animales. Los ensayos correctos se agrupan en grupos de 20
correspondientes a 2 dias sucesivos. One- Way ANOVA post hoc Tukey-Kramer. Notese como los animales
GbKO-melanopsin (naranja) se comporta igual que GbWT (negro) mientras los niveles de aprendizaje en la

tarea no son alcanzados por GbKO (purpura).

La estimulacion optogenética de los astrocitos con el patron theta-gamma durante la rea-

lizacion de los ensayos mostro que los animales GbKO eran capaces recuperar la capacidad
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de realizacion de la tarea a niveles similares a los ratones silvestres (GbWT) (Figura 4.49;

N=7 ratones GbKO con expresion de melanopsin).

Por tanto, estos resultados muestran como la actividad de los astrocitos es suficiente para
modular las respuestas de los circuitos corticales responsables de la memoria de trabajo y la
toma de decisiones, sugiriendo que las oscilaciones gamma que aparecen de manera fisiologi-
cas en la CPFm durante este tipo de tareas son dependientes de la senalizacion GABAérgica

en los astrocitos.
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5 Discusion

5.1. Melanopsin para el control preciso de redes neuro-

gliales

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran la eficiencia y precision del uso
de melanopsin como herramienta optogenética para el estudio de redes neurogliales. Durante
las tdltimas dos décadas se ha demostrado que los astrocitos modulan la actividad neuronal
por medio de diferentes mecanismos, que incluyen procesos dependientes e independientes
de la senalizacion de Ca*" intracelular (Agulhon et al., 2013; Araque et al., 2014; Bindocci et
al., 2017; Bazargani and Attwell, 2016). La optogenética aparece como una herramienta ideal
para lograr modificaciones especificas, con la posibilidad de controlar con precisiéon temporal
y de tipo celular las dinamicas en los circuitos, revolucionando el campo de la Neurociencia
(Yizhar et al.; 2011b). Por tanto, el uso de la optogenética en astrocitos y su manipulacion

especifica podria esclarecer el papel de los astrocitos en la funcion cerebral (Xie et al., 2015).

Nuestros resultados describen por primera vez el uso de melanopsin, un fotopigmento
acoplado a proteinas G, presente en las neuronas ganglionares de la retina, como una nueva
aproximacioén experimental para estimular con precision las senales de Ca?" en astrocitos.
Melanopsin presenta una cinética lenta en respuesta a la luz visible, con un pico de absor-
cion a 480nm (Do et al., 2009; Mure et al., 2016), regulando la excitabilidad celular durante
varias decenas de segundos, incluso después de apagarse la luz, lo cual permite una ventana
de integracion temporal extendida a las neuronas ganglionares de la retina (Sexton et al.,
2012). En este contexto, las caracteristicas de melanopsin (alta fotosensibilidad, regulacion
de la dindmica intracelular de Ca®" y cinética lenta) parecen convertirla en el candidato ideal

para manipular la fisiologia de los astrocitos.

Nuestro estudio revela que la activacion de melanopsin induce aumentos de Ca?" en los

147
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microdominios y corrientes de membrana relacionadas con los canales de K activados por
Ca?", que tienen lugar en respuesta a un amplio rango de pulsos de luz. La correlacién en-
contrada entre la frecuencia de eventos de Ca?" y la duracion del pulso de luz podria sugerir
la capacidad de los astrocitos para ajustar su excitabilidad a diferentes rangos de actividad
sinaptica. Adicionalmente, observamos que los eventos de Ca?" en microdominios en astro-
citos de ratones Ip3r2/- transfectados con melanopsin no mostraban cambios en frecuencia
o amplitud después de la estimulacion con luz (Srinivasan et al.,, 2015), aunque existian
atn eventos transitorios de Ca?" independientes de la senalizaciéon por IP3R2, posiblemente
mediados por aperturas del poro de transicion mitocondrial (Agarwal et al., 2017). La es-
timulacion por luz inducia corrientes de salida en astrocitos Ip3r27/-, lo que sugeria que la
expresion de melanopsin era adecuada atin cuando no se encontraron cambios significativos
en la dinamica de los eventos de Ca®" ni en los microdominios ni en el soma, y no se detecta-
ron cambios sindpticos en las neuronas vecinas. Por tanto, estos datos apoyan la relevancia
de la senalizacion por IP3R2 (Sherwood et al., 2017) como la via principal reclutada por

melanopsin en astrocitos para la estimulacion del Ca?" intracelular.

Considerando que los astrocitos expresan un amplio repertorio de receptores acoplados
a proteinas G, que son activados por Nts liberados sinapticamente, el uso de melanopsin
como herramienta Optica representa un enfoque adecuado para estimular la via de senaliza-
cion endogena ligada a la activacion de proteinas G. El llenado de la red astrocitaria con
GDPSS y BAPTA permitié demostrar la dependencia de la senalizacion por proteinas G y
Ca?" intracelular al bloquear el efecto sobre la transmision sinéptica excitadora que inducia

melanopsin, una potenciacion transitoria de la amplitud de los EPSCs.

Cabe destacar que la adquisicion de imagenes utilizada es de 1 Hz, lo que compromete el
registro de eventos de Ca?" de altas frecuencias. Futuros estudios utilizando un escaneo més
rapido o registros 3D (Bindocci et al., 2017; Stobart et al.; 2018) permitiran monitorizar con
mayor precision la dinamica de Ca?" inducida por melanopsin en los astrocitos, pudiendo

revelar acciones mas rapidas de esta opsina.

Melanopsin se muestra como una herramienta eficaz para estimular la gliotransmisién
en astrocitos, liberando glutamato y ATP/Ado de manera Ca?"-dependiente y a través de
mecanismos vesiculares (Henneberger et al., 2010; Jourdain et al., 2007; Min and Nevian,

2012; Perea and Araque, 2007; Schwarz et al., 2()17) Mientras el glutamato inducia SICs
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dependientes del receptor NMDA en las neuronas de CA1, aumentando la excitabilidad de
estas neuronas, ATP/Ado inducian la potenciacion sindptica mediante la activacion de los
receptores purinérgicos A2A y P2Y1. La accion autocrina del ATP se ha demostrado pre-
viamente en respuesta a OptoXRs (Figueiredo et al., 2014) y la estimulacion de ChR2 (Shen
et al., 2017), lo que podria reconciliar las respuestas generadas por los diferentes recepto-
res purinérgicos después de la estimulacion con melanopsin (Hamilton and Attwell, 2010).
Como resultado, la activacion optica de astrocitos podria provocar la liberacion de ATP,
que activaria astrocitos vecinos a través de la estimulacion de los receptores P2Y1 dando
lugar al reclutamiento de un mayor ntimero de células que participarian de la potenciacion
sindptica de los EPSCs impulsada finalmente por la adenosina (como producto de la degra-
dacion extracelular de ATP o por liberacion directa de adenosina desde los astrocitos) y la
activacion de los receptores neuronales A2A presinapticos. Cabe destacar que no todas las
senales de Ca?" inducidas por melanopsin fueron competentes para liberar gliotransmisores,
ya que la modulaciéon de la transmision sinéptica sélo se observo después de la activacion de
astrocitos por encima de 5s, sugiriendo la existencia de un umbral de activacion para que la

neuromodulaciéon inducida por astrocitos sea efectiva.

Es posible que la senalizacion purinérgica activada por melanopsin esté modulando la li-
beracion de glutamato por parte de astrocitos a través de la activacion de los canales TREK1
y BEST1, que se expresan preferentemente en microdominios adyacentes a las sinapsis glu-
tamatérgicas induciendo SICs dependientes de la activacion de NMDARs (Woo et al., 2012).
Por ello, una accién cooperativa entre el ATP y la senalizaciéon glutamatérgica resultaria en
el aumento de las SICs después de la estimulacion de melanopsin. Ademés, las corrientes
excitatorias derivadas de ATP a través de P2XRs también podian ser consideradas como
SICs (Lalo et al., 2014, 2016). Es relevante mencionar que la liberaciéon de D-serina, junto
con el glutamato, se veria afectada después del bloqueo de la senalizacion vesicular | lo que
podria derivar en una reducciéon de la frecuencia de las corrientes dependientes de NMDA
(Papouin et al., 2017; Rasooli-Nejad et al., 2014).

Estudios previos en rodajas de hipocampo han demostrado que el ATP liberado por
los astrocitos disminuye el niimero de receptores AMPA en las membranas postsinapticas
a través de la activacion del receptor P2X (Pougnet et al., 2014, 2016); sin embargo, la
potenciacion observada en la amplitud de los EPSCs en nuestro estudio no parece indicar

que la activacion de los receptores P2X7 estén contribuyendo de manera significativa a estas
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respuestas (Pougnet et al.; 2014); y ademas, la potenciacion sinéptica no se vié bloqueada en
presencia del PPADS, un antagonista de P2XR. Alternativamente, el ATP liberado por los
astrocitos puede estimular la activacion P2XRs postsinapticos y provocar corrientes sinép-
ticas purinérgicas que contribuyen a la transmision excitadora (Lalo et al.; 2016). Dada la
complejidad en aislar el componente purinérgico de los EPSC répidos, debido a su baja pro-
babilidad y amplitud de sus eventos (Pankratov et al.; 2007), no podemos excluir totalmente
la contribucion de P2XRs en los efectos descritos a través de melanopsin (Boue-Grabot and
Pankratov, 2017); sin embargo, la magnitud de la modulaciéon sinéptica observada bajo el
bloqueo P2XRs fue similar a las condiciones de control (P=0,190; t-test), datos que sugieren
que el ATP liberado por los astrocitos modula la transmision sindptica excitadora a través

de un componente purinérgico que depende principalmente de la activacion de los receptores
P2Y1 y A2A.

Diversos estudios han demostrado que la manipulacién optogenética de astrocitos con
ChR2 modula las sefiales intracelulares de Ca?" y la actividad neuronal regulando su tasa
de disparo (Gourine et al.; 2010; Perea et al.,; 2014; Tan et al., 2017), as{ como la transmi-
sion sindptica excitadora e inhibidora (Perea et al., 2014; Sasaki et al., 20141), siempre bajo
una alta tasa de estimulacion (pulsos de luz de larga duraciéon). De acuerdo con estudios
previos, encontramos que la estimulacion de ChR2 evocaba senales de Ca?*t, pero éstas fue-
ron desencadenadas por pulsos de luz largos (10s y 20s); sin embargo, estimulos méas cortos
mostraron un capacidad de control notablemente reducida en la modulacion del Ca®" astro-
citario comparado con el efecto de melanopsin (1 y 5s). Por el contrario, mientras que pulsos
largos de luz sobre astrocitos que expresaban melanopsin desencadenaron una modulacion
transitoria de los EPSC, la estimulaciéon de astrocitos que expresaban ChR2 produjo una
potenciacion sostenida de la transmision sinaptica, lo que sugiere que la activacion de ChR2
podria desencadenar mecanismos adicionales a la sefial de Ca?" y liberacion de gliotransmi-
sor que restringen su capacidad para controlar de manera precisa y transitoria la transmision
sinaptica (Beppu et al., 2014; Octeau et al., 2019). Por tanto, este estudio muestra las dife-
rentes capacidades de melanopsin y ChR2 para desencadenar sefiales de Ca?’ en astrocitos
y modular la actividad neuronal liberando glutamato o ATP. Nuestros datos sugieren que
melanopsin y ChR2 modulan la actividad sindptica con diferentes escalas temporales. Con
ello, a la hora de aumentar las opciones disponibles para la estimulacion 6ptica de astrocitos,
melanopsin ofrece condiciones mas amplias para inducir cambios sinapticos de corta o larga

duracion. Ademaés, nuestros datos apuntan a que las diferencias observadas entre estas dos
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opsinas, en la magnitud y la duracion de los cambios sinapticos, estarian asociadas a diferen-
tes modos de liberacion de gliotransmisores (Beppu et al., 2014); o a través de la modificacion
del ambiente i6nico extracelular incrementando los niveles de K* y generando un aumento de
la excitabilidad neuronal (Octeau et al., 2019). Cabe destacar, que la modulacién inducida
por melanopsin muestra un perfil temporal similar al de los cambios sinédpticos mediados por
los endocanabionoides o la activacion GABAérgica de astrocitos (Martin et al., 2015; Perea
et al., 2016), lo cual sugiere que la estimulacion de melanopsin podria recapitular la activa-
cion de los astrocitos en condiciones fisioldgicas, y la sitiian como opsina de referencia para
evitar los efectos colaterales de la activacion de astrocitos mediante canales i6nicos (Octeau
et al., 2019).

Activacion Cambios sinapticos
sostenida transitorios
E
] Figura 5.1 /| Melanopsin discrimina fre-
cuenctias de estimulacion. Esquema que muestra
)] . L la capacidad de los astrocitos estimulados con melanopsin
LFS & Cambios sindpticos para decodificar la duracion y la frecuencia de los proto-
1IN a largo plazo colos de luz que originan respuestas sindpticas a diversas
W Melanopsin escalas temporales.

El papel de las sefiales de Ca?" como codigo intracelular para la sefalizacion y comu-
nicacion por parte de los astrocitos, sigue siendo motivo de debate (Araque et al., 2014;
Bazargani and Attwell, 2016; Rusakov, 2015). Asi, nos propusimos evaluar si los cambios en
la dindmica de Ca?" de los astrocitos podian tener un impacto diferencial en la red neuronal
local. Encontramos que la estimulacion a baja frecuencia de melanopsin (LFS, 0.06Hz) pro-
voco respuestas significativamente mas robustas de Ca?" en procesos y soma de los astrocitos
que los pulsos de luz continuos, y sorprendentemente, cambios duraderos en la transmision
sindptica excitadora (LTP). Estos resultados indican que los cambios en la duraciéon y la
frecuencia de los protocolos de luz aplicados a melanopsin, que simularian diversos estados
de actividad de los astrocitos, provocan en estas células diferentes senales intracelulares de
Ca?", en cuanto a su cinética y frecuencia, con consecuencias dispares sobre la plasticidad
sindptica, esto es, fenémenos transitorios o efectos de larga duraciéon. Asi, mientras que un
solo pulso de 5s induce la potenciacion transitoria de los EPSCs, el protocolo LFS provocd
LTP (Figura 5.1). Por tanto, estos datos sugieren que la modificacion del codigo de la senal
de Ca?" en los astrocitos determina diferentes formas en plasticidad sinaptica, lo que supone

la contribucién decisiva de los astrocitos a estados cerebrales concretos.
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Se ha demostrado el papel de la senalizacion de astrocitos a en la modulacion de los EPSCs
a corto y largo plazo provocada por diferentes patrones de actividad neuronal postsinaptica
(Gomez-Gonzalo et al., 2015; Martin et al., 2015; Perea et al., 2016), asi como la contribu-
cion de los astrocitos a los Up and Down states corticales, donde podrian desempenar un
papel crucial en el control de la sincronizacion neuronal (Poskanzer and Yuste, 2011, 2016).
Nuestros resultados mostraron que periodos de actividad de baja frecuencia en los astrocitos
pueden comprometer la plasticidad sinaptica hipocampal a largo plazo, lo que afectaria el
comportamiento del animal. Asi, observamos que la activacion de astrocitos con melanopsin
in vivo inducia una mejora de las tareas de memoria dependientes de hipocampo (NOL),
apoyando el papel de los astrocitos en los procesos de memoria y aprendizaje (Adamsky et

al., 2018), y su potencial terapéutico como estimuladores del rendimiento cognitivo.

Recientemente se han descrito otros mecanismos que permiten la activacion de vias intra-
celulares por medio de mecanismos optogenéticos como son los OptoXRs, receptores quimeé-
ricos que comprenden bucles intracelulares de receptores adrenérgicos fusionados a opsinas
sensibles a la luz (Airan et al., 2009). Los OptoXR han sido aplicados a astrocitos en prepa-
raciones en cultivo e in situ (Figueiredo et al., 2014; Tang et al., 2014), y también in vivo,
donde han mostrado su impacto en el rendimiento de la memoria hipocampal (Adamsky
et al.,, 2018). Sin embargo, se desconocen por el momento los detalles de las vias molecu-
lares y las caracteristicas subcelulares de la activaciéon de estas proteinas G activadas por
luz en astrocitos. Por el contrario, esta tesis proporciona una caracterizacion exhaustiva de
los mecanismos de accion de melanopsin sobre la fisiologia de la sefializacion del Ca?" en
astrocitos y las consecuencias para la transmision sindptica excitadora. Mientras que nuevos
estudios revelardn los beneficios y la idoneidad del uso de los OptoXRs o melanopsin, los
datos aqui expuestos extienden el conjunto de herramientas optogenéticas existentes para
la manipulacién de astrocitos y el estudio de la interaccion neurona-glia tanto in situ como
i vivo. De esta forma, estos avances ofrecen una oportunidad excepcional para dilucidar el

papel de las células gliales en las funciones superiores del Sistema Nervioso.

En resumen, los datos mostrados sugieren el uso de melanopsin para los estudios de la
comunicaciéon neurona-glia como una valiosa herramienta optogenética, revelando la impli-
cacion de los astrocitos en funciones cerebrales concretas. Estos resultados sugieren que la

optogenética, y en concreto melanopsin, podrian servir como estrategias terapéuticas para
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restaurar disfunciones en la senalizacion astrocito-neurona (debidas a una disminucion de
la sefial de Ca?" en astrocitos) en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas y

neuropsiquiatricas.

5.2. La senalizacibn GABAérgica en astrocitos es nece-
saria para la correcta planificacién y toma de deci-

siones

Los resultados obtenidos en esta tesis (a partir de la Seccion 4.2) muestran por primera
vez el papel critico de los astrocitos en el mantenimiento de las oscilaciones gamma mediante
la potenciacion de la inhibicion en la CPFm, que parece ser imprescindible para la recupera-

cion de la memoria de trabajo y el control de la toma de decisiones (Brown and Pluck, 2000).

La existencia de senalizacion entre las interneuronas GABAérgicas y los astrocitos ha sido
demostrada previamente indicando como el GABA liberado por las interneuronas conduce
a elevaciones de Ca?" en astrocitos, siendo mediadas por diversos mecanismos entre los que
se encuentra la activacion de los receptores GABAg (Andersson et al., 2007; Kang et al.,
1998; Serrano et al., 2006; Mariotti et al., 2016a, 2018; Perea et al., 2016). Estos aumentos
de Ca®" pueden inducir la potenciacion de la transmision sindptica inhibidora (Kang et al.,
1998), o a la potenciacion de la excitacion (Perea et al.; 2016) por el glutamato liberado por
astrocitos, y la depresion heterosinaptica de transmision excitadora por adenosina derivada
de ATP liberado por astrocitos (Andersson et al., 2007; Chen et al., 2013; Serrano et al.,

2006).

Nuestros resultados demuestran que los astrocitos ejercen una modulaciéon sobre las in-
terneuronas de la CPFm, siendo esta regulacion critica para la potenciacion de la inhibicion
sobre las células principales (PC). Hemos descrito la existencia de un mecanismos enddgeno
y dindmico por el cual la actividad de las interneuronas PV+ siguiendo patrones fisiologicos
(ritmos theta-gamma) recluta la sefializacion de la red astrocitaria y produce la potenciacion
de la inhibicién sobre las PC, generdndose una regulacion de retroalimentacion positiva de
la inhibicién. Se han observado un efecto similar en los astrocitos después de la activacion
de interneuronas somatostatina positivas en el hipocampo, donde los astrocitos potencian el

tono inhibitorio (Matos et al., 2018); sin embargo, estos estudios en el hipocampo no detecta-
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ron modulacién alguna tras la estimulacion de las neuronas PV, posiblemente debido a los
protocolos de diferente frecuencia y/o duracion estudiados o las herramientas optogenéticas
empleadas para la activacion de astrocitos, i.e ChR2 (Matos et al., 2018; Tan et al., 2017).
Nuestros datos demuestran que la actividad sinaptica theta-gamma de las interneuronas PV
en ciclos de 30s activa la sefializacion por Ca?" en los astrocitos de CPFm, de forma similar
a lo reportado en corteza somatosensorial (Mariotti et al.; 2018), donde se mostraba como
estimulaciones de 30s de duracion son capaces de modular el Ca?" astrocitario, mientras que
protocolos de menor duraciéon sobre las neuronas PV+ no reclutaban la sefializacion de Ca?*
en astrocitos (Mariotti et al., 2018). Hemos observado que la interaccion PV+--astrocito esté
mediada por la activacion de receptores GABAg en astrocitos y el consiguiente aumento
de Ca?'. Esta estimulacion GABAérgica en astrocitos estimula la liberacion de glutamato
que activa receptores mGluR1 en las células y/o los terminales inhibitorios potenciando asi

la liberacion de GABA vy el tono inhibitorio en las neuronas principales de CPFm (Figura 5.2).
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Las células PV+ disparan acopladas a frecuencias de gamma anidadas en oscilaciones
theta (Buzsaki et al., 1983; Gloveli et al., 2005; Korotkova et al., 2010). Su alta tasa de
disparo (son de tipo fast-spiking) supone la inhibiciéon ténica de las neuronas sobre las que
contactan, de esta manera en periodos largos de tiempo sin actividad intensa de las PV+

las neuronas PC atun pueden activarse; por lo tanto, la potenciaciéon de la inhibiciéon por
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parte de los astrocitos en respuesta a periodos de actividad intensa de las neuronas PV+
actuaria como un filtro de paso alto sobre el circuito, activindose en respuesta a actividad de
alta frecuencia y ampliando el rango de control de la inhibicién sobre las PC. Debido a que
alteraciones del equilibrio E/I se han relacionado con diferentes estados y patologias como
la epilepsia, la esquizofrenia y los trastornos del estado de &nimo (Marin, 2012). Nuestros
resultados sugieren que la senalizacion interneurona-astrocito podria estar implicada en los

desequilibrios excitacion/inhibicién presentes en estados cerebrales alterados.

Considerando los distintos tipos de interneuronas, la senalizacion interneurona-astrocito,
tiene por lo tanto, caracteristicas particulares dictadas por el tipo especifico de célula GA-
BAérgica y sus sinapsis especificas, lo que extiende las posibilidades de regulacion del equili-
brio E/I por parte de los astrocitos utilizando diferentes mecanismos (transportadores GAT,
gliotransmision, etc). Como resultado, esta senalizacion especifica GABAérgica permitiria a
los astrocitos participar activamente en diversos comportamientos impulsados por subtipos

particulares de interneuronas (Mariotti et al.; 2018).

Nuestros resultados, enfocados al estudio de la senalizacion interneurona PV-astrocito,
muestran la capacidad de los astrocitos para decodificar la actividad de las interneuronas
PV-+ y potenciar la transmision GABAérgica. Asi, la existencia de estos mecanismos para
refinar la actividad de las sinapsis locales por medio de la actividad de astrocitos podria
contribuir a controlar el equilibrio E/I en los circuitos corticales. Para comprobar esta hipo-
tesis estudiamos como la potenciacion de la inhibicion afectaba a las oscilaciones locales de la
CPFm in vivo. Nuestros datos mostraron que la realizacion exitosa de tareas relacionadas con
la toma de decisiones se acompana de un incremento de la potencia en la banda gamma en el
LFP de CPFm generando ademés una actividad sincronica de las interneuronas (Cardin et
al., 2009). Ademas, durante este incremento de la potencia de gamma las células excitadoras
también se sincronizaron a la fase de este ritmo (Hasenstaub et al.; 2005), apoyando la idea
de que el ritmo gamma proporciona el sustrato para la formacion de redes de neuronas PC

con disparos coordinados (Buzsaki and Wang, 2012; Sohal, 2016).

La generacion de ratones deficientes para el receptor GABAg especificamente en astroci-
tos de CPFm (GbKO) se consigui6é mediante aproximaciones virales en animales adultos, lo
que permiti6é evaluar el impacto de esta senalizacion GABAérgica in vivo. Describimos que

para que el incremento del gamma durante la ejecucion de la tarea tuviese lugar era preciso
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la activacion de astrocitos mediante los receptores GABAg. Esta activacion tendria lugar por
medio del GABA liberado por las interneuronas PV, de acuerdo a los resultados observados
en rodajas de CPFm, pero ademads, presumiblemente, también por otros tipos de interneu-
ronas que se encontrarian activas in vivo (Matos et al.; 2018; Tang et al., 2014; Deemyad et
al., 2018). Los GbKO mostraron una pérdida del aumento en la potencia de gamma y la mo-
dulacién tanto de las interneuronas como de las células excitadoras, lo cual se acompanaba
con una disminucién en el desempeno correcto de tareas que requerian la toma de decisiones.
Recientemente, se ha descrito como los astrocitos podrian encontrarse implicados en la toma
de decisiones dado que la activacion selectiva por medio de ChR2 induce la liberacion de
L-lactato y rescata las alteraciones causadas en la coherencia entre la amigdala basolateral
y la corteza cingulada anterior (ACC) por la hipersensibilidad visceral (Wang ct al., 2017).
Sin embargo, es importante destacar que la activaciéon de astrocitos por medio de ChR2 no

recapitula la activacion fisiologica de estas células (Mederos et al.; 2019; Octeau et al., 2019).

El estudio de las senales del LFP en la CPFm revel6 una disminucién en la magnitud de
PAC en los ratones GbKO de manera global, tanto en los ensayos correctos como incorrectos,
indicando un deterioro del circuito (independientemente de si se encontraba ejecutando la
tarea). En esta linea existen evidencias que sugieren que dependiendo de la region especifica
registrada o de la tarea especifica que se esté realizando, la combinacion exacta de la fase
de las bajas frecuencias (theta) y la amplitud de las altas frecuencias (gamma) pueden ser
diferentes (Cohen et al.; 2009; Osipova et al.; 2008). Nuestros datos sugieren, por tanto, la
importancia de los receptores GABAg astrocitarios en el mantenimiento del acoplamiento
entre las distintas frecuencias dentro de los rangos fisioldgicos, ya que la ausencia de estos
receptores en astrocitos de la CPFm deterior6 tanto el comportamiento cognitivo asi como
el indice de PAC, disminuyendo el acoplamiento theta-gamma, en los ratones GbKO. Se ha
descrito que las oscilaciones gamma se correlacionan con la memoria de trabajo (Yamamoto
et al., 2014), por lo que estos datos apoyan la importancia del ritmo gamma que subyace a
estos comportamientos, y aportan nuevos datos sobre la relevancia de los astrocitos en su

mantenimiento.

En esta linea, nuestros resultados acerca de la distribucion de los disparos de las células
individuales concuerdan con la hipdtesis de la comunicacién entre diversas areas cerebrales
a través de la coherencia (CTC) para orquestar los comportamientos innatos (Fries, 2015) y

los modelos basados en balance E/I. Durante los ensayos correctos, que imponen la recupe-
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racion de la memoria y la toma de decisiones, en los animales GbWT las células excitadoras
muestran una preferencia a una fase de gamma (220°), y una fase ligeramente mas tardia
para las inhibidoras (270°), lo que implicaria la regulacion de las interneuronas ante la ac-
tivacion previa excitadora (microsegundos de desfase temporal apuntan a este cambio en la
fase preferente) (Kim et al., 2016; Sohal, 2016; Cardin, 2016). Asi, después de la activacion
de las interneuronas las neuronas excitadoras se vuelven transitoriamente silentes, volviendo
a su potencial de reposo, lo cual se refleja en las senales registradas en el LFP, y se traduce en
la generacion transitoria de ciclos de gamma preferentemente en los picos de las oscilaciones
(Sohal, 2016). Nuestros resultados muestran que la comunicacion mediada por GABA sobre
los astrocitos es necesaria para el correcto mantenimiento de este balance y, por tanto, para
la correcta regulacion de las oscilaciones gamma, que en ultimo término estarian mediando

la sincronizacion entre la CPFm y otras areas cerebrales (Sohal, 2016).

Se ha descrito que la codificacion, el almacenamiento y la recuperacion de la memoria de
trabajo asi como de procesos de atencion estan fuertemente ligadas a la sincronizacion de
las oscilaciones gamma (Kim et al., 2016; Pritchett et al., 2015; Roux et al., 2012; Senkowski
and Gallinat, 2015; Siegle et al., 2014; Yamamoto et al., 2014), siendo la potencia de gamma
modulada por la fase de los ritmos en la frecuencia de theta (Buzsaki and Wang, 2012; Sohal
et al., 2009; Tort et al., 2008; Varela et al., 2001). Por lo tanto, la sincronizacion de la activi-
dad de las PC se ha propuesto como un mecanismo por el cual la oscilaciéon en gamma podria
promover el paso de informaciéon relevante dentro de los circuitos e impulsar la realizacion
de tareas cognitivas con mayor eficacia (Buzsiaki and Wang, 2012; Salinas and Sejnowski,
2000). En este sentido, nuestros datos apuntan a que los astrocitos podrian tener un papel
relevante en la consecucion de esta eficacia cognitiva, puesto que contribuyen directamente a
la recuperacion de la memoria y la realizacion de tareas motivacionales, beneficiando, en ul-
tima instancia, la toma de decisiones. Nuestros resultados mostraron que los ratones GbKO
perdieron la precision de los disparos en fase con gamma tanto en las PC como en las célu-
las inhibidoras; por lo que la codificaciéon durante la toma de decisiones se vio deteriorada.
Observamos una pérdida de las subpoblaciones de neuronas que selectivamente aumentan su
frecuencia de disparo durante estas tareas cognitivas en los ratones GbKO. Desde un punto
de vista funcional, las subpoblaciones que aumentan o disminuyen su frecuencia de disparo,
y que se ven alteradas en los animales GBKO, podrian implicar un mecanismo de incremento
de la senal/ruido del sistema, siendo la poblacion silenciada aquella que presentaria senales

con informacién no relevante, mientras que se potenciarian aquellas neuronas que reciban
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informacién de alguna significancia para el sistema (subpoblacion que aumenta su frecuencia
de disparo). Por tanto, la capacidad de astrocitos de potenciar y deprimir la transmision

sinaptica los posicionaria como la unidad de control ideal del indice senal/ruido.

En conjunto, estos datos establecen que los astrocitos a través de la comunicaciéon con
neuronas GABAérgicas son necesarios para mantener tanto el disparo de las neuronas de
CFPm en la fase de las oscilaciones gamma, como la correcta ejecucion en tareas de alter-

nancia.
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Figura 5.3 /| Realizacion de tareas cognitivas en animales control, GbKO y trans-

fectados con melanopsin. Esquema de la propuesta de senalizacion en las redes neuro-gliales donde

los astrocitos estarian mediando en tareas cognitivas y las vias subyacentes.

Con el fin de evaluar el impacto de la actividad astrocitaria per se en las redes cortica-
les in vivo utilizamos melanopsin (Mederos et al.; 2019), simulando un patrén de actividad
theta-gamma sobre los astrocitos andlogo al mostrado por las interneuronas PV+ en los
ratones GbKO. Sorprendentemente, los resultados mostraron que la activacion selectiva de
astrocitos no solo mejoraba la realizacion de tareas de toma de decisiones, sino también
rescato otras deficiencias cognitivas que presentaban los ratones GbKO (reconocimiento de
objetos y laberinto en T), revelando el potencial terapéutico de los astrocitos en las patolo-

gias que acontecen con disfunciones corticales.

Esta modulacion selectiva por parte de los astrocitos con patrones concretos de actividad

theta-gamma supone la primera descripcion de correlacion entre patrones de activacion con-
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cretos en astrocitos in vivo, la modulaciéon de las oscilaciones gamma, y que son suficientes
para la mejora de la toma de decisiones. Aunque nuestros datos in vitro muestran que la
estimulacion de melanopsin en CPFm genera la potenciacién de la inhibicién mediada por
glutamato, los mecanismos que subyacen las modificaciones comportamentales generadas por
melanopsin in vivo requieren ser estudiados en detalle. (Nagai et al.,; 2019; Wang et al., 2017;
Martin-Fernandez et al., 2017).
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Figura 5.4 | Los astrocitos participan en la modulacion de la actividad de los
circuitos corticales, aumentando sus posibilidades computacionales. Los astrocitos
son capaces de responder a diferentes Nts, tipos celulares en diferentes areas del cerebro y bajo diversos
patrones de estimulacion, modificando las salidas computacionales del sistema y ampliando la diversidad de
respuestas ante un mismo estimulo. La participacion de los astrocitos en las redes neuronales aumenta de
forma eficiente la plasticidad de las mismas. Adaptada de (Mederos and Perea, 2019)

Dado que la CPFm puede encontrarse realizando la integracion de informaciéon que pro-
viene de varias regiones cerebrales (Bedwell et al., 2014; Murugan et al., 2017), es muy posible
que otras areas también participen en la realizacion de tareas de conllevan la toma de deci-

siones, y en las que presumiblemente los astrocitos también estén jugando un papel relevante.
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Evidencias recientes indican que la sobre-estimulacion de los GABAgRs astrocitarios en el
estriado influye negativamente en la atencién y generan comportamientos de hiperactividad
y déficit de atencion (Nagai et al., 2019). Considerando que el estriado presenta proyecciones
a la CPFm (Fitoussi et al., 2018), ésta podria actuar como un procesador ascendente de los
circuitos que controlan los comportamientos motivacionales donde los astrocitos tendrian un

papel crucial.

En conjunto, los datos presentados en esta tesis doctoral revelan consecuencias nove-
dosas e inesperadas de la senalizacion interneurona-astrocito con implicaciones clave en la
actividad de las redes neuronales. Los astrocitos decodifican la actividad temporal de las in-
terneuronas PV+ y transforman las seniales neuronales, que afectan la funcién del circuito a
través de mecanismos basados en diferentes escalas de frecuencia y tiempo. Asi, la activacion
de astrocitos, por acciéon de las neuronas PV+ a un ritmo oscilatorio theta-gamma, estan
directamente involucrados en la codificacion de la informacion de los circuitos de CFPm,
afectando sus propiedades funcionales y los comportamientos que de ella derivan (Figura
5.4), siendo competentes en expandir las capacidades de computacion de las redes neurona-

les.
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Conclusiones

Considerando los resultados obtenidos junto con los analisis descritos en el Capitulo 4 y

segun la interpretacion expuesta en el Capitulo 5, se concluye que:

1) Melanopsin, un fotopigmento que activa vias de senializacion mediadas por GPCRs,
es competente para estimular aumentos de Ca?" a nivel de los procesos y el soma de los

astrocitos.

2) Melanopsin recapitula la sefializacion endogena de Ca?" derivada de la activacion de

reservorios sensibles a IP3R2.

3) La activacion de melanopsin en astrocitos estimula la liberacion de los gliotransmisores
glutamato y ATP /adenosina, que activan receptores NMDA y purinérgicos en las neuronas

piramidales de CA1, respectivamente.

4) Melanopsin permite el uso de patrones de frecuencia para reclutar respuestas fisiolo-
gicas diferenciales en astrocitos, y con ello descubrir la amplia gama de cambios sindpticos

mediados por astrocitos, desde efectos transitorios a efectos a largo plazo (LTP).

5) Las respuestas comparativas del uso de ChR2 y melanopsin indican el mayor rango

dindmico de melanopsin como herramienta optogenética para estudios astrocito-neurona.
6) Melanopsin se muestra como una herramienta 6ptima para el control temporal de la

actividad astrocitaria in vivo, mejorando las capacidades cognitivas y el rendimiento de la

memoria dependiente de hipocampo.
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7) Los astrocitos en CPFm responden a GABA liberado por las interneuronas PV+ du-
rante la actividad theta-gamma de larga duracion, con aumentos de Ca?" dependientes de
receptores GABAD.

8) La activacion GABAérgica de los astrocitos induce la liberacion de glutamato que

media una potenciacién de la inhibicién en las células principales de CPFm.

9) La ausencia de receptores GABAD en astrocitos de CPFm deriva en un empeoramien-

to cognitivo relacionado con la toma de decisiones y las capacidades de la memoria de trabajo.

10) Los ratones con astrocitos deficientes para el receptor GABAb en CPFm presentan
una disminucién en la potencia del ritmo gamma relacionado con la memoria de trabajo y

la correcta toma de decisiones.

11) Los ratones con astrocitos deficientes para el receptor GABAbD presentan una dismi-

nuciéon del grado de acoplamiento entre los ritmos theta-gamma en la CPFm.

12) La senalizacion GABAérgica de los astrocitos desempena un papel crucial en el con-

trol de la frecuencia de disparo de las neuronas corticales durante la toma de decisiones.

13) La estimulacion con melanopsin en ratones con astrocitos deficientes para el receptor
GABADb en CPFm recupera las habilidades cognitivas y mejora la toma de decisiones, de-
mostrando la capacidad de los astrocitos para controlar el grado de actividad de los circuitos

corticales que subyacen a los comportamientos del individuo.



Conclusions

Given the above results, the analysis described in section 4, and according to the in-
terpretation presented in section 5, data from the present PhD thesis allow extracting the
following conclusions:

1) Melanopsin, a photopigment that activates signaling pathways mediated by GPCRs,
is competent to stimulate Ca?" increases at the level of the processes and soma of astrocytes.

2) Melanopsin recapitulates the endogenous Ca?" signaling pathways derived from the
activation IP3R2 intracellular reservoirs .

3) The activation of melanopsin in astrocytes stimulates the release of the gliotransmit-
ters glutamate and ATP /adenosine, which activate NMDA and purinergic receptors at CA1
pyramidal neurons, respectively.

4) Using different light frequency patterns, melanopsin recruits diverse physiological res-
ponses in astrocytes, revealing the wide range of synaptic changes mediated by astrocytes,

from transient effects to long-term effects (LTP).

5) The comparative responses using ChR2 and melanopsin indicate higher dynamic ran-
ge, tunning, for melanopsin as optogenetic tool for astrocyte-neuron studies.

6) Melanopsin is shown as an optimal tool for a precise temporal control of astrocyte acti-
vity in vivo, improving cognitive abilities and hippocampal-dependent memory performance.

7) Astrocytes in mPFC respond to GABA released by PV-+-interneurons during sustai-
ned theta-gamma activity with GABAD receptor Ca*"-dependent elevations.

8) GABAergic activation of astrocytes induces glutamate release that mediates an en-
hancement of inhibitory transmission in mPFC principal cells.

9) The absence of GABAD receptors in astrocytes from mPFC leads to cognitive worse-
ning related with decision making and working memory abilities.

10) Mice showing astrocytes lacking GABAbD receptors in mPFC pressent a decrease in
power of gamma rhythm linked to working memory and proper decision making choices.
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11) Mice showing astrocytes deficient for GABAD receptors in mFPC display a reduced
phase-amplitude coupling between theta-gamma rhythms.

12) Astrocytic GABAergic signaling plays a crucial role in controlling the firing of cortical
neurons during decision making.

13) Melanopsin stimulation rescues the cognitive disabilities and improves decision ma-
king in mice showing astrocytes deficient for GABADb receptors in mPFC, validating the
capacity of astrocytes to control the gain of cortical circuits’ activity, which underlies mouse
behavior.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Optogenetics has been widely expanded to enhance or suppress neuronal activity and it has
been recently applied to glial cells. Here, we have used a new approach based on selective
expression of melanopsin, a G-protein-coupled photopigment, in astrocytes to trigger Ca%* sig-
naling. Using the genetically encoded Ca?* indicator GCaMP6f and two-photon imaging, we
show that melanopsin is both competent to stimulate robust IP3-dependent Ca®* signals in
astrocyte fine processes, and to evoke an ATP/Adenosine-dependent transient boost of hippo-
campal excitatory synaptic transmission. Additionally, under low-frequency light stimulation
conditions, melanopsin-transfected astrocytes can trigger long-term synaptic changes. In vivo,
melanopsin-astrocyte activation enhances episodic-like memory, suggesting melanopsin as an
optical tool that could recapitulate the wide range of regulatory actions of astrocytes on neuro-
nal networks in behaving animals. These results describe a novel approach using melanopsin as
a precise trigger for astrocytes that mimics their endogenous G-protein signaling pathways, and
present melanopsin as a valuable optical tool for neuron-glia studies.

Main points: Melanopsin, a mammalian G-protein-coupled photopigment, engages endogenous
the IP3 pathway and intracellular Ca?* signaling in astrocytes.

By releasing ATP/Ado, melanopsin-astrocytes differently impact synaptic plasticity enhance
cognitive functions.

KEYWORDS

astrocytes, optogenetics, melanopsin, neuron-glia interactions, synaptic plasticity

2014), a nonspecific cation channel, and Archaerhodopsin (Arch;

Letellier et al., 2016; Poskanzer & Yuste, 2016), a light-driven proton

The outbreak practice of optical tools to enhance or suppress neuro-
nal activity and to decipher the organization of brain circuits and their
behavioral outputs has transformed Neuroscience (Bernstein & Boy-
den, 2011). Some recent studies have applied these approaches to
glial cells, particularly to astrocytes, to unmask the consequences of
astrocyte signaling on particular brain functions. Photostimulation
with channelrhodopsin-2 (ChR2; Gourine et al, 2010; Masamoto
et al., 2015; Pelluru, Konadhode, Bhat, & Shiromani, 2016; Perea,
Yang, Boyden, & Sur, 2014; Sasaki et al., 2012; Yamashita et al.,

Sara Mederos and Alicia Hernandez-Vivanco contributed equally to this work.

pump, have being frequently used to manipulate intracellular Ca?* sig-
nals in astrocytes and determine their role in specific brain functions.
However, whether the intracellular astrocyte Ca?* signaling triggered
by these opsins recapitulates physiologically Ca?* signaling, which is
mostly mediated by G-protein coupled receptor (GPCR) activation, is
under debate (Xie, Petravicz, & McCarthy, 2015). Alternatively, the
engineered G-protein coupled receptors activated by inert drug-like
small molecules (DREADDs) have been also applied for astrocyte-
neuron studies revealing the impact of astrocyte signaling in food
intake (Chen et al., 2016; Yang, Qi, & Yang, 2015), fear responses
(Martin-Fernandez et al., 2017), memory recall (Adamsky et al., 2018),

Glia. 2019;67:915-934.
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and autonomic nervous system responses (Agulhon et al., 2013) (for a

review see [Bang, Kim, & Lee, 2016]). However, those effects rely on
a sustained activation of DREADDs by its exogenous ligand, mispla-
cing the temporal features of astrocyte signaling engaged by neuronal
activity. Therefore, refined and reliable approaches involving endoge-
nous astrocyte Ca?* signaling in a time-controlled manner are still
required.

In order to expand the available tools allowing a fast control of
astrocyte signaling, we focused on melanopsin, a G-protein-coupled
photopigment expressed by a small subset of mammalian retinal gan-
glion cells, with an absorption peak around 470-480 nm (Hatori &
Panda, 2010; Hattar, Liao, Takao, Berson, & Yau, 2002; Sexton, Buhr, &
Van Gelder, 2012). In contrast to the algae-derived opsins2°, melanopsin
couples to Gog-11 to activate PLCB, leading to the IP3 signaling and the
elevation of intracellular Ca?* levels (Panda et al., 2005). The similarities
of melanopsin with other Gog11-coupled GPCRs for neurotransmitters,
including a1-adrenergic, cholinergic M1 and mGIuR group 1 receptors,
make it an appropriate optical tool for astrocytes. We designed a new
construct fusing gfap promoter with melanopsin (Opn4-human melanos-
pin) using viral strategy to target astrocytes and evaluate whether mela-
nopsin was competent to both stimulate Ca?* activity in astrocytes,
measured by the expression of genetically encoded Ca2* indicators
(GCaMPé6f), and to induce astrocyte-to-neuron signaling. Our results
reveal that blue light-evoked substantial Ca®* responses at small regions
of astrocyte processes and short-term EPSCs changes in CA1 hippocam-
pal neurons. We found that melanopsin engaged endogenous G-protein
and IP3 signaling pathways in astrocytes and could stimulate the release
of ATP/Adenosine, which mediated the synaptic enhancement; and glu-
tamate, responsible of the NMDA-dependent slow inward currents in
CA1 neurons. In contrast to melanopsin, astrocyte Ca®* signals induced
by ChR2 stimulation were noticed after longer light pulses, which
resulted in sustained synaptic modifications. Low-frequency stimulation
of melanopsin-expressing astrocytes triggered long-term synaptic plas-
ticity (LTP). Finally, to evaluate the impact of astrocyte signaling in cog-
nitive performance, in vivo activation of melanopsin-astrocytes was
performed. Our data indicated that melanopsin-transfected mice
showed an enhanced ability to discriminate object location, suggesting
an improved memory performance. These data show that astrocytes
could modulate their functional impact on neuronal networks depending
on different patterns of synaptic activity, which can be mimicked by
melanopsin stimulation. Overall, this study describes melanopsin as pre-
viously unidentified tool for optical activation of astrocytes, which is
revealed as a meaningful G-protein signaling mechanism and a valuable

approach for in vivo neuron-glia studies.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Mice

All the procedures for handling and sacrificing animals followed the
European Commission guidelines for the welfare of experimental ani-
mals (2010/63/EU). Animals of both genders were used, and were
housed in standard laboratory cages with ad libitum access to food
and water, under a 12:12 hr dark-light cycle in temperature-

controlled rooms. C57BL/6 wild-type mice and Ip3r2~/~ (RRID:
MGI:3640970) mice were used. Ip3r2~/~
donated by Dr. J. Chen (University of California San Diego, CA; X. Li,
Zima, Sheikh, Blatter, & Chen, 2005).

mice were generously

2.2 | Viral injection

The following constructs were used: ChR2 (AAV2/5-
GFAP104-ChR2-mCherry; UNC Vector Core; viral titer 3.9 x 10'2),
GCaMPé6f (AAV2/5-Gfap-Lck-GCaMPé6f; PENN Vector Core; viral
titer 6.4 x 10%3), vector (AAV2/5-Gfap-mCherry; UNC Vector Core;
3.9 x 10",
AAI13559.1) was fused to mCherry and cloned into AAV particles
(serotype 5; UNC Vector Core) using the GFAP promoter short ver-
sion GFAP104 (AAV2/5-GFAP104-melanopsin-mCherry; viral titer

2.8 x 10'?). Neonatal wild-type and Ip3r2~/~ mice (P5-8) were anes-

viral titer Melanopsin  (Opn4-human melanopsin,

thetized with isoflurane 2% in oxygen and place in a custom adapted
stereotaxic apparatus. The target coordinates were displaced from
Bregma by 2 mm posterior, 1.4 mm lateral and 1.2-1.4 mm dorsoven-
tral. A volume of 0.3 pL of the virus at 30 nL/min was injected. After
injection, the pipette was held in place for 5 min prior to retraction to
prevent leakage and then removed and skin sutured. The animal was
allowed to recover from anesthesia with the help of heating pads and
was returned to the cage once it showed regular breathing and loco-
motion. The overall duration of this procedure was kept under 20 min
so as to maximize the survival rate of the pups. For a subset of experi-
ments cytoGCaMPéf (AAV2/5-Gfap-cyto-GCaMPéf; PENN Vector
Core; viral titer 6.13 x 10*3) was transfected in hippocampal astro-
cytes. After 2 weeks of viral injection, specific astrocytes expression
of constructs was confirmed by immunostaining (Figure 1b and Sup-
porting Information Figures S1 and S2). In core regions of transfection,
GFAP staining and mCherry expression colocalized in astrocytes,
while no colocalization was observed in NeuN labeled neurons. For
Ca?* imaging experiments, Ick-GCaMPé6f or cytoGCaMPéf was co-
injected with melanopsin, ChR2 or vector (1:1 ratio).

2.3 | Hippocampal slice preparation

Imaging and electrophysiological experiments were performed on hip-
pocampal slices from P20-P30 mice. The brain was rapidly removed
and placed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (ACSF). Slices
(350 pm) obtained with a vibratome (Leica Vibratome VT1200S,
Germany) were incubated during >1 hr at room temperature (22-24°C)
in ACSF containing [in mM]: NaCl 124, KCI 2.69, KH,PO, 1.25, MgSO,4
2, NaHCO3 26, CaCl, 2, and glucose 10, and was gassed with 95%
0,/5% CO, (pH = 7.3). Slices were then transferred to an immersion
recording chamber and perfused with gassed ACSF. Cells were visual-
ized with an Olympus BX50WI or Nikon Eclipse FN1 microscope
coupled with a 40x water immersion lens and infrared-DIC optics.

2.4 | Electrophysiology

Two weeks after viral injection, electrophysiological recordings from
CA1 pyramidal neurons and astrocytes were made using the whole-

cell configuration of the patch-clamp technique. Patch electrodes had
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FIGURE1 Selective expression of melanopsin in astrocytes stimulates Ca2* signaling. (a) Scheme of the experimental approach. Top, viral
transfection of AAV2/5-Gfap-Lck.GCaMP6f and AAV2/5-Gfap-melanopsin-mCherry in hippocampus. Bottom: hippocampal slice under two-
photon imaging after 2 weeks of transfection. (b) Top: Immunocytochemical localization of melanopsin-mCherry, GCaMPé6f, and GFAP in
hippocampal slices; bottom: a detailed image of labeled astrocytes. Merge includes NeuN labeling (pink). Scale bar, 50 pm; inset, 10 pm. Right:
percentage of GFAP (98.72 4 0.88%), GCaMPé6f (90.42 + 3.23%) and NeuN-positive cells (0%) out of mCherry positive cells (n = 138; 12 fields
of view; two mice), showing the selective expression of mCherry reporter for melanopsin in astrocytes. (c) Top: image of GCaMP6f-melanopsin
astrocyte (top) and selected microdomains identified by GEClquant on ImageJ mask generator (bottom). Bottom: representative intensity Ca2*
signals versus time evoked by melanopsin light stimulation (20 s; blue bar). Scale bar = 15 pm; 3 AF/F, 50 s. (d) Representative raster plot of ROIls
activity, color coded according to fluorescence change (top, n = 450), and average microdomain population activity versus time before and after
20 s light (bottom, n = 1,213). (e) Top: histogram of ROIs event frequency versus time for each condition (1s,n = 714; 5s,n = 757, 10 s,

n = 1,135; 20 s, n = 1,213; 41 slices from nine mice). Bottom, percentage of ROIs showing an event during the first 20 s after light stimulation
(Responding ROI) (1 sn = 313; 5s5n = 331; 10 sn = 697; 20 s n = 891). (f) Left: analysis of somatic CaZ* fluctuation properties, measured in Lck-
GCaMPé6f, showing mean responses for event frequency, amplitude and width (1 s: n = 10; 5s: n = 10; 10 s: n = 22; 20 s: n = 19; 41 slices from
nine mice). Resting versus light 10 s, p = 0.034; 20 s, p = 0.043; two-way ANovA analysis, post hoc comparison with Tukey-Kramer test. Right:
analysis of microdomain Ca?* event properties (1s,n = 714 out of 877 (81.42%); 5s,n = 757 out 939 (80.62%); 10's,n = 1,135 out of 1,326
(85.60%); 20 s, n = 1,213 out of 1,333 (90.99%); 41 slices from nine mice). *p < 0.05, ** p < 0.01, *** # p < 0.001; two-way ANova, post hoc
comparison with Tukey-Kramer test. (g) Normalized changes in frequency, amplitude and width of microdomain events to resting conditions.
Linear fitting between different stimuli conditions, R? is shown for each graph. Data are shown as mean + SEM
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resistances of 3-5 MQ when filled with the internal solution that con-
tained for neurons (in mM): KGluconate 135, KCI 10, HEPES 10, MgCl,
1, ATP-Na, 2, titrated with KOH to pH 7.3; and for astrocytes (in mM):
potassium methanesulfonate 100, KCI 50, HEPES-K 10, ATP-Na,
2 (pH = 7.3 adjusted with KOH; osmolality 280-290 mOsm/L).
Recordings were obtained with PC-ONE amplifier (Dagan Corpora-

tion, Minneapolis, MN). Series and input resistances were monitored
throughout the experiment using a —5 mV pulse. Mean input resis-
tance was 3.90 £+ 0.26 MQ and mean amplitude of background noise
was 0.27 + 0.09 pA (peak to peak mean amplitude of 4.47 + 0.79 pA
from a representative sample of 15 recorded cells). Recordings were
rejected when the access resistance increased >20% during the exper-
iment. Signals were fed to a Pentium-based PC through a DigiData
1,440 interface board (Molecular Devices, San Jose, CA). The
pCLAMP 10.2 software (Molecular Devices) was used for data display,
acquisition, and storage. Experiments were performed at room tem-
perature (21-24°C). Cells were voltage-clamped at —70 mV. ACSF
included picrotoxin (50 pM) and CGP 55845 (5 uM) for EPSC record-
ings, and TTX (1 pM) for mEPSCs. Synaptic stimulation was achieved
using theta capillaries (2-5 pm tip diameter) filled with ACSF, and
placed in the stratum radiatum to stimulate Schaffer collateral fibers.
Paired pulses (250 ps duration; 75 ms interval) were delivered at
0.33 Hz by stimulator S-900 (Dagan Corporation). Baseline of synap-
tic activity was measured 3-5 min before astrocyte stimulation. Neu-
rons showing z-score > 2 standard deviation (SD) of baseline EPSC
amplitude (pA) during the first 5 min after stimulation were considered
responding to light (Figures 2a, 3e, 5¢, and 7d). To estimate the EPSC
variance modifications after light stimuli, neurons that showed z-
score > 2 were selected for the analysis of the noise-free coefficient
of variation (CV\g) of synaptic responses for the case of melanopsin
or ChR2 transfected slices (1, 10, and 30 min after stimulus, as indi-
cated in the figures). CVyr = V(SD EPSC2 — SD noise?)/m; SD EPSC?
and SD noise? are the variance of the peak EPSC and baseline, respec-
tively, and m is the mean EPSC peak amplitude. The ratio of CV was
obtained for each neuron in control and light conditions as CVy after
light/CVyr control (Fernandez de Sevilla, Cabezas, de Prada, Sanchez-
Jimenez, & Buno, 2002). Plots comparing variation in Normalized
EPSC amplitude (mean peak amplitude after light stimulus/mean peak
amplitude in control conditions) against (CV~2) in each cell were repre-
sented. CVr is commonly used to detect changes in presynaptic
transmitter release (Faber & Korn, 1991). For the case of vector-
transfected astrocytes, nontransfected astrocytes and Ip3r2~/~ mice
CVnr Was analyzed for all the recorded neurons. Changes in the hold-
ing current after light stimulation were monitored by analyzing the
Holding current index: [holding current (i) - holding current (baseline)]/
absolute value [holding current (i) + holding current (baseline)]. i =
holding current values at different time after light stimulus. Experi-
ments designed to optimize NMDAR activation and recording slow
inward currents (SIC) were done in a modified Mg2+-free ACSF (Mg2+
was equimolarly substituted by Ca?*) plus TTX (1 uM). Drugs were
bath applied (for indicated experiments drugs were applied for at least
15 min before recordings). Slow inward currents both spontaneous
and opsin-induced were discriminated from standard miniature EPSCs
(mEPSCs) based on their time courses, that is, rise and decay time

(Figure 6c¢; cf. [Perea & Araque, 2005; Shigetomi, Bowser, Sofroniew, &

Khakh, 2008]). One neuron per slice and 4-5 slices per mouse were
recorded. Control experiments were performed in hippocampal slices
transfected with viral vector (AAV2/5-GFAP-mCherry) or nontrans-
fected slices stimulated with light. For astrocyte network loading, the
holding potential was —70 mV. Intracellular solution containing
GDPpS (20 mM), Evans Blue (5 pM), BAPTA (40 mM) and biocytin
(0.1%) was used for astrocyte filling for 20-30 min ([in mM]: BAPTA-
K4 40, NaCl, 8, MgCl, 1, HEPES 10, GTP-tris salt 0.4, ATP-Na, 2;
pH = 7.3, with KOH). Slices were then fixed and biocytin was
revealed by Alexa488-Streptavidin (Figure 4a), showing the wide area
covered by the intracellular biocytin-loading, and confirming the broad
downregulation of Ca?* signals by BAPTA intracellular filling astro-
cytes (cf. Navarrete et al., 2012; Serrano, Haddjeri, Lacaille, & Robi-
taille, 2006).

2.5 | Calcium imaging

Microinjection of AAV2/5 in vivo resulted in reliable, high, and mosaic
expression of membrane-tethered Lck-GCaMP64f within astrocytes
throughout the hippocampus (Figure 1(b), cf.[Shigetomi et al., 2013]).
Lck-GCaMPé6f revealed the highly branched nature of astrocytes,
labeling fine processes, termed microdomains, but less efficacy for
proximal processes and cell soma, being revealed in a limited number
of cells (cf. Haustein et al., 2014; Poskanzer & Yuste, 2016). Hence, in
this study, the analysis of Ca?* events in Lck-GCaMP6f astrocytes
was mainly focused at microdomain levels (identified as functional
microdomains; Agarwal et al., 2017; Mariotti et al., 2018; Srinivasan
et al., 2015), including proximal processes when applicable. Imaging of
Lck-GCaMPé6f-astrocytes was performed with a two-photon laser
scanning microscope (Axiolmager M, LSM510, Zeiss Oberkochen,
Germany) equipped with a pulsed red laser tuned at 900 nm (1.80 W,
1% of power; Spectra Physics Mai-Tai, Prairie Technologies, Sioux
Falls, SD) for excitation of Lck-GCaMPéf. mCherry signal was acquired
in a confocal laser scanning mode at 543 nm with a HeNe laser. Imag-
ing was performed through a water immersion lens 40x/1.0 W Plan-
Apochromat (Zeiss), with a field of view between 354 x 354 um (for
colocalization image), and 295 x 295 pm for acquisition at 1 Hz frame
rate. Astrocyte imaging sessions consisted of 250-420 frames. Full-
field photostimulation consisted in 1, 5, 10, and 20 s light pulses and
low-frequency stimulation (LFS; 5 s @ 0.06 Hz, 1 min; A = 473 nm)
delivered by an external laser. Minor drift in the XY plane of image
stacks was post hoc corrected using TurboReg (ImageJ plugin). In a
subset of experiments, cyto-GCaMP6f was used to monitor Ca?" sig-
nals in proximal processes and soma of the astrocytes using the acqui-
sition parameters indicated above. ACFS was perfused with TTX
(1 pM) for calcium imaging. Astrocytes showing both mCherry and
GCaMPéf positive labeling were selected for analysis, and regions of
interest (ROI) were selected from the GCaMPéf image. Detection of
ROIs was performed with ImageJ in a semi-automated manner using
the GEClquant program (Srinivasan et al., 2015) coming as an open
source plugin. The mean ROl area was 11.06 + 0.024 pm? (from 1 to
122 pmz; included proximal processes when applicable). We identify
ROIs corresponding to the soma (> 30 pmz), and to processes
(between 1 and 122 pm?). The resulting detection was visually

checked in every case. Custom-written software in MATLAB
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(MATLAB R2016; Mathworks, Natick, MA) was used for computation
of fluorescence (F) of each ROI. All pixels within each ROl were aver-
aged to give a single time course F[t]. To compare relative changes
in fluorescence between different ROIs, Ca®* signal was analyzed as
AF/Fo = (F(t) — Fo)/(Fo), from now on termed AF/F. Fy represented
baseline fluorescence of each ROl and defined as the average mini-
mum fluorescence across prestimulus frames. ROIs with no Ca?* sig-
nal changes during the entire recording (signals above five times SD of
baseline) were discarded (14.67% for melanopsin, 19.34% for ChR2,
and 21.15% for vector-transfected astrocytes; p = 0.701; one-way
ANOVA, post hoc comparison with Dunn’s test). For the case of
Ip3r2~/~ melanopsin-astrocytes, 51.82% of ROIs did not show activity

/= astrocytes, p = 0.012;

and were discarded (wt-astrocytes vs. Ip3r2~
one-way ANOVA, post hoc comparison with Dunn’s test; cf. Agarwal
et al., 2017; Srinivasan et al., 2015). A Ca%* event was defined as a sig-
nal that showed maximum values above three times SD of mean
values of prestimulus frames, and for those superimposed events,
maximum values above two times SD of the previous steady signal.
Events with duration <2 frames were excluded. For each ROI, four
parameters were analyzed: the frequency of events, amplitude, width,
and onset. Onset was defined as the last point in the AF/F time
course below 1 SD before a significant peak occurred. Width value
was measured as the half prominence of each peak. Values were aver-
aged across all astrocytes. From the onset histogram of Ca?* events
(Figure 1e), the “responding” ROIs were defined as those that showed
at least one Ca?* event in the first 20 s after light stimulation. All the
Ca?* traces were visually inspected to exclude the ROls dominated by
noise. Given the heterogeneity found in the amplitude of Ca?* events,
group segmentation was done using k-means MATLAB code. Hence,
amplitude values were clustered in three mutually exclusive clusters in
an unbiased mode based on feature similarity. ROls showing at least
one event in the first 60 s after stimulus, termed “active” ROls, were
analyzed (72.96% for melanopsin, and 58.22% for ChR2-transfected
astrocytes; Supporting Information Figures S3 and S9). Frames with
light artifacts were removed from the analysis.

For a particular set of experiments, astrocyte Ca2* responses
were evaluated by local application of DHPG (1 mM, 5 s), an agonist
of group | metabotropic glutamate receptors, before and after intra-
cellular loading of with GDPBS (20 mM). Experiments were performed
in the presence of TTX (1 pM) and PPADS (30 uM), a nonselective P2
purinergic antagonist.

2.6 | Optogenetic stimulation

Full-field photostimulation was achieved through a diode-pumped
solid-state blue laser with analog intensity control (473 nm, MBL-lII-
473, OptoEngine, LLC, Midvale, UT) coupled via SMA terminal to a
200 pm fiber (ThorLabs, Newton, NJ). In some experiments, photosti-
mulation through the light path of the microscope objective was per-
formed. Blue light pulses (7 mW/mm?) at 10 Hz (50 ms light pulses) or
continuous stimulation at variable durations (1, 5, 10, and 20 s) were
delivered for two-photon Ca?* experiments. No differences were
found by light train or continuous stimulation and data were pooled
together. Synaptic responses were evaluated by continuous light stim-
ulation (1, 3, 5, 10, 20, and 60 s at 7 mW/mm?), and by 10 Hz (50 ms
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light pulses) for 60 s. ChR2, melanopsin, and vector-transfected astro-

cytes were stimulated using the same light intensity (7 mW/mm?),
only for a subset of experiments showing in Figure 2g and Supporting

Information Figure S5d, light intensity was changed.

2.7 | Immunohistochemistry

C57BL/6 wild-type mice or Ip3r2~/~ mice transfected with viral vec-
tors and C57BL/6 naive mice were euthanized with sodium pentobar-
bital and transcardially perfused with PBS followed by ice-cold 4%
paraformaldehyde in PBS. Brains were removed and postfixed over-
night (o/n) at 4°C in the same fixative solution. Coronal brain slices of
50 pm were obtained in a VT1000S vibratome (Leica), collected as
floating sections, and blocked for 1.5 hr at room temperature (RT) in a
solution containing 0.3% Triton X-100 and 5% NGS in PBS. After
blocking, sections were incubated (o/n; 4°C) with the following pri-
mary antibodies in a solution containing 0.3% Triton X-100 and 1%
NGS in PBS: mouse anti-GFAP (1:500, Sigma, St. Louis, MO, RRID:
AB_477010); rabbit anti-NeuN (1:500, Millipore, RRID:AB_2571567);
mouse anti-NeuN (1:500, Millipore, MA, RRID:
AB_2298772); rabbit anti-s100 (1:100, Abcam, Cambridge, UK;
RRID: AB_306716); rabbit anti-lbal (1:500, Wako, Huntley, IL, RRID:
AB_839504). After three washes of 15 min. Each in PBS containing
0.3% Triton X-100, the floating sections were incubated with the spe-

Burlington,

cific Alexa conjugated antibodies in a PBS solution containing 0.3%
Triton X-100 and 1% NGS for 2 hr at RT. The following antibodies
were used: Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse (1:200, Bioss Inc.,
Woburn, MA, RRID:AB_10892893); Pacific Blue Goat anti-rabbit
(1:200, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, RRID:AB_2539814);
Alexa Fluor 647 Goat anti-rabbit (1:200, Thermo Fisher Scientific,
RRID:AB_2535813); Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit (1:200, Thermo
Fisher Scientific, RRID:AB_143165) and Alexa Fluor 405 Goat anti-
rabbit (1:200, Thermo Fisher Scientific, RRID:AB_10680407). Before
incubation with DAPI (1.5 pg/mL, Sigma-Aldrich) for 10 min, sections
were washed (three times for 15 min each) in PBS containing 0.3%
Triton X-100. Finally, sections were washed once in PBS and mounted
in Vectashield antifading mounting medium (Vector Laboratories, Bur-
lingame, CA). In order to study the potential microgliosis due to light
stimulation in acute slices, 350 pm sections were illuminated during
20 s with the diode-pumped solid-state blue laser (473 nm) or kept in
the dark for an equivalent amount of time. Subsequently, sections
were fixed with ice-cold 4% paraformaldehyde in PBS (15 min) and
then blocked o/n at 4°C in a solution containing 0.5 Triton X-100
and 5% NGS. Afterward, sections were incubated (24 h; 4°C) with
rabbit anti-lbal (1:500, Wako, RRID:AB_839504). After four
washes of 15 min each in PBS containing 0.5% Triton X-100,
sections were incubated with the secondary antibody Alexa Fluor
488 Goat anti-rabbit (1:200, Thermo Fisher Scientific, RRID:
AB_143165). Sections were washed (three times of 15 min each),
incubated with DAPI (1.5 pg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for
10 min, and mounted in Vectashield antifading mounting medium
(Vector Laboratories). Sections were then stored at 4°C, and images
were acquired on a Leica SP5 (Leica, Wetzlar, Germany) laser scan-

ning confocal microscope.
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FIGURE 2 Light activation of melanopsin-transfected astrocytes induces enhancement of excitatory synaptic transmission in CA1 neurons.
(@) Top: schematic drawing of the experimental design for synaptic recordings. Bottom: percentage of neurons showing synaptic changes after

neuron showing its EPSC amplitudes over time by 20 s of astrocyte light activation. Zero time indicates light pulse onset and astrocyte activation
(blue beam denotes light stimulation). (c) Top: average of relative EPSC amplitude over time before and after astrocyte stimulation at different
pulse durations. Zero time indicates light pulse (blue beam; 5 s, n = 16 neurons; 10 s, n = 13 neurons; 20 s, n = 15 neurons). Bottom: neuronal

holding current index over time by 20 s of astrocyte photostimulation (n = 15 neurons). (d) Average of relative EPSC amplitude by light
stimulation (1-20 s) at different time points of all recorded neurons. Values recorded at 10 min after 1 s (mean: 92.82%; SD: 36.36%; SEM:
13.74%; n = 7), 3 s (mean: 95.74%; SD: 26.26%; SEM: 8.75%; n = 9), 5 s (mean: 102.45%; SD: 31.83%; SEM: 7.96%; n = 16), 10 s (mean:
106.55%; SD: 23.79%; SEM: 6.59%; n = 13) and 20 s (mean: 118.52%; SD: 32.42%; SEM: 8.37%; n = 15); 5 s: 1 min (p = 0.013); 10 s: 1 min

(b = 0.021); 20 s: 1 min (p = 0.020), 10 min (p = 0.044); paired t test. (e) Relative changes of the coefficient of variation (CV) after 1 min (5 s,
n=9;10s,n=9;20 s,n = 11) and 10 min of astrocyte stimulation (20 s, n = 11). (f) Relative changes of EPSC amplitude evoked by 20 s and
longer pulses: continuous light stimulation for 60 s (n = 9; 10 min, p = 0.020), and 10 Hz for 60 s (n = 8; 10 min, p = 0.039). Note that longer
pulses did not induce long-term synaptic changes, and no differences were found between 20 s versus longer light pulses. p = 0.515; one-way
ANOVA, post hoc comparison with Dunn'’s test. *p < 0.05. (g) Quantification of the EPSC amplitude changes induced by 20 s light pulses at
different intensities recorded at 10 and 20 min after stimuli (10 min: 2 mW/mm?2, n = 8, p = 0.912; 7 mW/mm?, n = 15, p = 0.044; 20 mW/mm?,
n=8,p =0.035; 40 mW/mm? n = 9, p = 0.020; paired t test). Note that no significant differences were found for synaptic potentiation evoked
from 7 mW/mm? to 40 mW/mm? (p = 0.354; one-way ANovA, post hoc comparison with Dunn’s test). *p < 0.05. (h) Left: relative changes of
EPSC amplitude 10 min after light pulses induced by 20 s (n = 15), 30 s (n = 15), 60 s of light stimulation (n = 8) and nontransfected slices

(n = 8 neurons). Right: Relative changes of the coefficient of variation (CV) measured at 10 min after of astrocyte stimulation. p > 0.05, paired

t test. Data are shown as mean + SEM

2.8 | Immunohistochemistry measurements and
quantification

To study the colocalization of the mCherry reporter encoded in a viral
vector with astrocytic and neuronal markers, both quantitative and
qualitative measurements were carried out. Single optical sections
(0.8 pm) obtained through a 63x 1.40 NA oil immersion objective
were acquired, and the intensity correlation analysis (ICA) plugin of
Image) was used for the quantitative colocalization analysis. Rolling
ball background subtraction was applied before running the plugin,
and the Pearson's correlation coefficient yielded by the software was
considered for analysis. For qualitative colocalization analysis, z-stack
images (10 pm thickness) obtained through a 40x 1.25NA oil immer-
sion objective were collected for visual identification of mCherry

positive astrocytes. Furthermore, s100 and NeuN were used as astro-
cytic and neuronal markers, respectively, in order to quantify the num-
ber of double-positive cells. To investigate the potential microgliosis
elicited by light stimulation or viral transfection, Ibal labeled sections
were imaged. Maximal projections of z-stacks (10 pm thickness)
obtained through a 40x 1.25NA oil immersion objective were made,
and single Ibal* cells were unequivocally recognized by DAPI coun-
terstaining. In order to examine the distribution of mCherry fluores-
cence along the astrocytic processes, we used single optical sections
(0.8 pm) collected through a 63x 1.40 NA oil immersion objective.
Line plots were drawn from perisomatic regions (defined by the out-
line of DAPI labeling) to the distal end of astrocytic processes. To

quantify the fluorescence in somatic regions we employed the first
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0.5 pm of each line plot. The region comprised between 10 and
20 pm was used to quantify the fluorescence in astrocytic processes.
To estimate the fluorescence in astrocytic endfeet, we traced line
plots along noticeable endfeet of astrocytic processes. For the analy-
sis of mCherry expression levels yielded by the different AAV vectors,
we used Maximal projections of z-stacks (8 pm thickness) obtained
with a 63x 1.40 NA oil immersion objective (digital zoom = 2x). After
thresholding the images, a binary mask was rendered. The mask was
superimposed over background subtracted images and the fluores-
cence values were collected as mean gray values for different astro-
cytes transfected with each viral vector. Comparisons among the
different treatments and conditions were made and the specific statis-
tical test is indicated in figure legends. To study the potential astro-
gliosis induced by viral injections, GFAP labeled sections were imaged
through a 40x 1.25NA oil immersion objective. Z-stack images (10 um
thickness) were thresholded and the binary mask was applied over the

background subtracted images for quantifications.

2.9 | Behavioral experiments

Behavioral experiments were performed in the morning (before
3 p.m.). To evaluate cognitive performance without an intrinsic stress
Novel Object Location (NOL) test was used. The memory test consisted
of three phases: habituation, sample (acquisition), and test trials. Mice
(6-8 weeks) were first habituated individually to an empty open-field
box (L, W, H: 50 x 40 x 40 cm) for 30 min. Next day, a sample trial
(object exposure) was performed consisting on placing the mouse into
the box for 10 min. After a delay (retention period of 30 min), the
mouse was back in the box for the test trial. Light protocol (LFS: 5 s
light ON, 10 light OFF) was applied during 3 min during the sample
trial. The test trial consisted of switching the location of one of the
objects (novel location of the displaced object). A recognition index
was calculated by dividing the total time spent exploring the displaced
object by the total time exploring both objects during the test trial.
The animals' behavior was scored by an observer blind to the treat-
ment conditions.

2.10 | Invivo light protocol

To optogenetically activate astrocytes, blue light (473 nm) was bilater-
ally delivered through two 100 pm thick optic fibers ending in a
ceramic ferrule (Thorlabs) that were implanted and attached to the
patch cords. Light was delivered for 3 min (5 s light ON; 10 s light
OFF cycles).

2.11 | Drugs and chemicals

D-(—)-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid (D-AP5), (S)-(+)-a-Amino-
4-carboxy-2-methylbenzeneacetic acid (LY367385), MRS2179 tetra-
sodium salt (0900), Evans Blue tetrasodium salt (0845), SCH58261
(227010), (S)-3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG), and pyridoxal
phosphate-6-azophenyl-2’,4’-disulfonic acid tetrasodium salt (PPADS;
0625) were purchased from Tocris Bioscience. Tetrodotoxin (TTX)
was purchased from Alomone Labs (Jerusalem, Israel). GAP-26 was
purchased from Apexbio (A1044). Light chain Tetanus toxin (TeTXLc)
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was purchased from List Biological Laboratories, Inc. (Campbell, CA).
All other drugs, including Guanosine 5’-[B-thio]diphosphate (GDPS
trilithium salt; G7637), were purchased from Sigma-Aldrich.

2.12 | Statistical analysis

Data are expressed as the mean =+ standard error of the mean (SEM).
For Figures 2d, 3g, and 5h standard deviation (SD) was provided. Sta-
tistical analyses were performed using Sigmaplot 13.0 and MATLAB.
Normality test was performed before applying statistical comparisons
which were made using nonparametric Rank-sum test and parametric
Student's t tests, one-way ANovA or two-way ANova when appropriate,
and followed by post hoc comparison with Tukey-Kramer or Dunn’s
tests as deemed appropriate. Two-tailed, unpaired or paired test was
used for comparisons unless indicated. p value and test employed are
reported in the text and/or figures legends. Statistical differences
were established with p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), and p < 0.001 (***; #).
Randomization was not employed. Sample size for whole-cell recording
experiments was based on values previously found sufficient to detect
significant changes in hippocampal synaptic strength in the past studies
from the lab.

All relevant data or codes are available from the authors.

3 | RESULTS

3.1 | Melanopsin: A new optical tool to control
astrocyte Ca2* signaling

In order to investigate the ability of melanopsin to modulate astrocyte
Ca?* signaling, the gene for the opsin (Opn4-human melanopsin) was
fused to the glial fibrillary acidic protein (Gfap) promoter and
expressed in astrocytes following an adeno-associated virus (AAV)-
based strategy (AAV2/5-Gfap-melanopsin-mCherry; Figure 1a and b).
To monitor Ca?* signals, the membrane-targeted genetically encoded
Ca?* indicator (GECI) Lck-GCaMP6f was selectively co-expressed with
melanopsin in hippocampal astrocytes (Figure la-c; see Methods).
Lck-GCaMPé6f revealed the highly branched nature of astrocytes,
labeling fine processes (Shigetomi et al., 2013), where the analysis of
Ca?* events was focused. Some key features of melanopsin transfec-
tion were analyzed (Supporting Information Figures S1 and S2), show-
ing the specifically targeted expression in astrocytes, and the absence
of measurable astrocyte reactivity caused by either viral transfection
(Shigetomi et al., 2013) or melanopsin expression (Supporting Infor-
mation Figure S1a,b). For Ca?* imaging experiments, only astrocytes
showing both mCherry-melanopsin and GCaMPéf labeling were con-
sidered for the analysis. After blue light (473 nm) stimulation, hippo-
campal astrocytes showed robust Ca?* increases in fine processes and
soma (Figure 1c-g). The analysis of Ca?* signals indicated that light
pulses of different durations (1, 5, 10, and 20 s) increased the fre-
quency of Ca®* events per region of interest (ROI) at the soma
(Figure 1f) and microdomains (Figure 1c-e, g), without changing the
amplitude of Ca®* events in each ROI (Figure 1f-g). Additionally, the
duration of Ca?* events at microdomains was reduced after longer
light stimuli (1s: 476 +£0.2 s; 20s: 4.34 4+ 0.12; p < 0.001;
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Figure 1f). Considering the limited number of cells showing Lck-

GCaMPé6f expression at the soma (Haustein et al., 2014; Poskanzer &
Yuste, 2016; Shigetomi et al., 2013), we focused on Ca®* events at
astrocytic branches. Although different light pulses evoked similar
maximum response onset delay (~3 s after the end of stimulus;
Figure 1e), we found that longer light stimuli increased the number of
ROIs showing Ca?* events (Figure 1e). In order to investigate the par-
ticular features of melanopsin-driven Ca?* responses, we analyzed
Ca?* events occurring up to 60 s after light stimulus, based on the
prestimulus amplitude values were classified in three groups (active
ROIs, see Methods; Supporting Information Figure S3). ROIs with
small Ca®* event amplitude only showed further Ca?* increases fol-
lowing 20 s light pulses, but they significantly increased their oscilla-
tion frequency at all tested light pulses. Additionally, a reduced Ca?*
event duration was observed by 10 and 20 s light pulses. Interestingly,
ROIs with higher Ca%* signals in resting conditions were insensitive to
further increase in amplitude, and only longer light pulses evoked an
increase in the event frequency related with a reduced duration of the
events (Supporting Information Figure S3b). To confirm whether mela-
nopsin could also stimulate Ca* signals at the soma levels, a subset of
experiments was performed using cyto-GCaMPé6f (AAV2/5-Gfap-cyto-
GCaMPé6f) that were co-transfected with melanopsin into astrocytes. A
20 s light stimulation evoked an increase in the frequency of somatic
Ca?* peaks, but no significant changes in the amplitude or duration of
the Ca®* events were found, similar to data found with Lck-GCaMP6f
(Supporting Information Figure S3c).

Melanopsin activation was also monitored by whole-cell record-
ings from mCherry-expressing astrocytes showing weak outward cur-
rents in response to blue light (Supporting Information Figure S4a, b).
It has been recently reported that melanopsin activates Ca2*-
dependent K" channels in cortical neurons (McGregor, Becamel,
Marin, & Andrade, 2016). Consistent with these data, we found that
light-induced astrocytic outward currents were reduced in presence
of apamin (100 nM), a selective blocker of Ca%*-dependent K* chan-
nels (Supporting Information Figure S4c). Altogether, these data show
that the ectopic expression of melanopsin in hippocampal astrocytes

was competent to trigger intracellular Ca2* signals.

3.2 | Light activation of melanopsin-transfected
astrocytes induces short-term potentiation of synaptic
plasticity

Astrocyte activity has been found to influence synaptic physiology,
including regulation of synaptic transmission and plasticity (Araque
et al,, 2014). Hence, we next investigated whether melanopsin-driven
astrocyte Ca2* signals had an impact on neuronal activity by recording
excitatory postsynaptic currents (EPSCs) from pyramidal CA1 neurons
(Figure 2a and b). Astrocyte Ca%* signals were successfully induced at
1 s light stimulation (Figure 1g and Supporting Information Figure S3);
however, no changes in synaptic transmission were found by short
light pulses, that is, 1 and 3 s (Figure 2d). Only after 25 s light stimula-
tion, a transient increase of synaptic strength was observed (Figure 2c
and d). We found that longer light pulses (20 s) evoked transient EPSC
potentiation that last over 10 min after astrocyte stimulation
(118.52 + 8.37% from baseline at 10 min after 20 s light stim; n = 15;

p = 0.044; Figure 2b-d), without modifying the holding current
(Figure 2c), discarding a depolarization of postsynaptic neuron. We
further analyzed the synaptic locus of the short-term synaptic changes
calculating the coefficient of variation (CV) of EPSCs, which measures
the trial-to-trial variability of the synaptic responses (see Methods),
and indicated presynaptic mechanisms underlying the melanopsin-
driven short-term plasticity (Figure 2e). Accordingly, the miniature
synaptic responses (mEPSCs) showed a transient increase in fre-
quency, but no changes in mEPSC amplitude (Supporting Information
Figure S5a and b). In addition, whole cell recordings in astrocytes were
performed and the astrocytic glutamate transporter-dependent cur-
rents monitored (Devaraju, Sun, Myers, Lauderdale, & Fiacco, 2013),
showing an increase in the amplitude of peak current after light stimu-
lation (Supporting Information Figure S5c). Although a partial contri-
bution of postsynaptic activity cannot be totally excluded given the
reported actions of astrocyte signaling that increase the trafficking of
AMPA receptors to the synapses (Boue-Grabot & Pankratov, 2017;
Gordon et al., 2005; Lalo et al., 2014), our data suggest that glutama-
tergic synaptic transmission was mainly enhanced via presynaptic
mechanisms after melanopsin-astrocyte stimulation.

To evaluate whether even longer light stimuli could further
extend synaptic modulation, 60 s continuous light pulses and 10 Hz
(50 ms light pulses) during 60 s were delivered to melanopsin-astro-
cytes. After those light protocols both the amplitude and duration of
synaptic modulation were not further enhanced (Figure 2f). We next
analyzed whether synaptic potentiation was tuned by different light
intensities (range from 0.15 to 40 mW/mm?). While the area of astro-
cytic melanopsin-evoked membrane currents displayed a linear
increase with light intensity Supporting Information Figure S5d), the
melanopsin-induced synaptic modulation was observed for intensities
27 mW/mm? (note that 7 mW/mm? were the reference intensity
used in this study) (Figure 2g). Remarkably, no additional enhance-
ment of EPSC potentiation was observed at higher intensities
(7 mW/mm? vs. 40 mW/mm?; p = 0.354; Figure 2g).

A reporter vector (AAV2/5-GFAP-mCherry) was expressed into
astrocytes and analyzed. Light stimulation failed to induce both astro-
cyte Ca?* transients and synaptic modulation in the reporter trans-
fected animals (97.31 £ 11.64% from baseline after 20 s light
stimulation; n = 15; p = 0.169), which excluded that viral transfection
or blue light might per se contribute to the observed changes
(Figure 2h, and Supporting Information Figure S6).

Nowadays ChR2 is the opsin commonly used for astrocyte activa-
tion (Gourine et al.,, 2010; Pelluru et al., 2016; Perea et al., 2014;
Sasaki et al., 2012; Shen, Nikolic, Meunier, Pfrieger, & Audinat, 2017).
Therefore, we analyzed the features and consequences of using ChR2
for astrocyte activation under similar light conditions applied to mela-
nopsin. Analogous viral strategy was followed (AAV2/5-GFAP-
ChR2-mCherry), and Ca?* signals were monitored by selective expres-
sion of Lck-GCamp6f (Figure 3a). We found that light stimulation had
a modest activation of Ca?* signals at astrocytic processes (Figure 3b-d).
The frequency of Ca®" events per ROI was increased after 10 and 20 s
light stimulation (Figure 3c; Supporting Information Figure S7a), but
unchanged after short light pulses (1 and 5 s; Figure 3c). Additionally, no
significant changes were found in the amplitude or width of the Ca®*

events at microdomains level (Supporting Information Figure S7b). In a
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subset of experiments, somatic Ca®* events were recorded by expression
cyto-GCaMPéf in astrocytes, which showed a clear increase in their fre-
quency, but no changes were found in the Ca®* event amplitude
(Supporting Information Figure S7c). Patch-clamp recordings showed
that light stimulation evoked robust inward currents in transfected-astro-
cytes, confirming the functional expression of ChR2 (Lin, 2011; Support-
ing Information Figure S7d). Additionally, ChR2-astrocyte stimulation
was competent to modulate synaptic transmission in CA1 neurons
(Figure 3e, g). A brief transient synaptic boost was observed after 5 s
light; however, higher and sustained synaptic modulation (at least
20 min  post stim) was found by longer astrocyte stimuli
(154.05 + 12.99% from baseline for 20 s light pulse; n = 13; p = 0.008;
Figure 3f, g), which showed presynaptic mechanisms of action
(Supporting Information Figure S7f). The different sensitivity showed by
melanopsin and ChR2 for Ca2* signals were not due at least to diverse
intensity patterns of reporter expression (Supporting Information
Figure S7g, h), but it might be related to the capability of these opsins to
engage intracellular Ca2* signals. Indeed, melanopsin had a higher effi-
cacy than ChR2 to stimulate Ca®* signals both at the soma and microdo-
mains, even at short pulses (Figure 3h, i). However, the impact on
synaptic transmission by ChR2-astrocyte stimulation was present for lon-
ger periods (Figure 3j). Considering the weaker Ca®* responses and the
sustained synaptic changes evoked by ChR2-astrocytes, these data sug-
gest a narrow window of ChR2 to precisely control astrocyte-to-neuron

signaling.

3.3 | Melanopsin recruits astrocyte G-protein and
Ca?*-dependent pathways

Astrocyte neuromodulation by means of different substrates is based
on Ca?*-dependent and independent mechanisms (Bazargani & Att-
well, 2016). In order to confirm the causal relationship between syn-
aptic potentiation and melanopsin-induced astrocytic Ca?*, the
downregulation of Ca?* signals was pursued. Based on the reported
melanopsin G-protein activity (Panda et al., 2005), a competitive
blocker of G-proteins GDPBS (20 mM) was intracellularly loaded into
melanopsin-expressing astrocytes by the recording pipette and dia-
lyzed into astrocyte network (Figure 4a). The efficacy of GDP@S action
was confirmed by the absence of astrocyte Ca?* responses to DHPG
(1 mM), a selective agonist of group | metabotropic glutamate recep-
tors (mGluRs; Supporting Information Figure S8). After 20-30 min of
GDPgS-loading, light stimulation failed to induce synaptic enhance-
ment (98.58 £+ 9.20% from baseline; n = 6; p = 0.820; Figure 4b).
Additionally, astrocyte Ca®* was blocked by intracellular loading of
the Ca?* chelator BAPTA (40 mM) into the astrocyte syncytium.
Under these conditions, astrocyte stimulation failed to evoke changes
in EPSC strength (97.59 £+ 9.99% from baseline; n = 5; p = 0.885;
Figure 4b), confirming the contribution of the astrocyte G-protein and
Ca?*-dependent pathways to the observed synaptic potentiation.

To overcome limitations associated with pharmacological manipu-
lations and considering that melanopsin activation induces Ca?*
release from |P3-sensitive intracellular stores in ganglion cells
(Peinado, Osorno, Gomez Mdel, & Nasi, 2015), we evaluated melanop-
sin actions in the Ip3r2~/~ mice (X. Li et al., 2005), which show a weak-

ened Ca?* signaling in astrocytes (Agarwal et al., 2017; Navarrete
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et al., 2012; Sherwood et al., 2017; Srinivasan et al., 2015). Ip3r2’/’
mice were transfected with viral vectors containing melanopsin and
Lck-GCaMP6f, and the spontaneous and light-evoked Ca?* transients
were evaluated (Figure 5a). In line with previous results (Agarwal et al.,
2017; Haustein et al., 2014; Srinivasan et al., 2015), a downregulated

Ca?* signaling in resting conditions was observed in melanopsin-

Ip3r27~/~ astrocytes (Figure 5b-e). After light stimulation, melanopsin
was unable to modify the Ca%* event properties in the astrocyte pro-
cesses at any light pulse tested (Figure 5c and d). To evaluate whether
melanopsin could stimulate Ca2* signals at the astrocyte soma, where
IP3-sensitive stores play a major role, cyto-GCaMPé6f was expressed
in Ip3r2~/~ astrocytes. However, light stimulation failed to evoke Ca?*
signals at the soma (Figure 5e), suggesting the specific IP3 signaling
pathway engaged by melanopsin. Likewise, no EPSC changes were
found after astrocyte stimulation (Figure 5f-i). Therefore, these data
confirm that melanopsin-mediated synaptic enhancement was driven
by the astrocytic boosting of intracellular 1P3-dependent Ca®*
pathways.

3.4 | Melanopsin-evoked purinergic signaling
triggers synaptic plasticity

We next evaluated the gliotransmitters and receptors involved in the
synaptic responses evoked by melanopsin-astrocyte signaling. EPSC
potentiation was present in the presence of LY367385 (100 pM), a
selective blocker of mGluR1a subtype (Figure 6a and b; n = 8 neurons;
p = 0.046), which has been related with astrocyte-evoked synaptic
modulation in the hippocampus (Gomez-Gonzalo et al., 2015; Perea &
Araque, 2007) and other brain areas (Martin, Bajo-Graneras, Mora-
talla, Perea, & Araque, 2015; Perea et al., 2014; Sasaki et al., 2012).
Conversely, synaptic modulation was sensitive to purinergic signaling
(Di Castro et al., 2011; Gourine et al., 2010; Lalo, Palygin, Verkhratsky,
Grant, & Pankratov, 2016; Panatier et al., 2011; Pougnet et al., 2014;
Tan et al, 2017), and was abolished by MRS2179 (10 pM;
96.40 + 6.16% from baseline; n = 12 neurons; p = 0.571), the puri-
nergic P2Y; receptor antagonist, SCH58261 (Figure 6a and b; 10 pM;
100.86 + 10.51% from baseline; n = 10 neurons; p = 0.695), the
adenosine A2, receptor antagonist, previously found to stimulate syn-
aptic transmission; but synaptic enhancement was still present after
blockage of P2X receptors with PPADS (Figure 6b; 10 uM;
143.57 £ 18.75% from baseline; n = 10 neurons; p = 0.045). There-
fore, these data suggested that ATP/Adenosine (Ado) released by
melanopsin-astrocytes were involved in the synaptic boost. On the
other hand, the EPSC modulation evoked by ChR2-transfected astro-
cytes was abolished by LY 367385 (n = 11 neurons; p = 0.899) and
MRS 2179 (h = 8 neurons; p = 0.491), but insensitive to the puriner-
gic adenosine A2, receptor antagonist (Figure éb; n = 8 neurons;
p = 0.013). These results indicated that while melanopsin triggered a
purinergic-mediated synaptic modulation, the ChR2-induced potentia-
tion required the action of both glutamatergic and purinergic signaling.
In order to confirm whether melanopsin might stimulate glutamate
release, we analyzed the NMDA-dependent slow inward currents
(SIC), which has been related to glutamate released from astrocytes
(Perea & Araque, 2005; Shigetomi et al., 2008). Following melanopsin-
astrocyte activation, CA1 neurons displayed a significant increase in
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FIGURE 3 Selective ChR2 activation of hippocampal astrocytes stimulates Ca?* signaling and synaptic changes. (a) Top: viral transfection of
AAV2/5-Gfap-Lck.GCaMPé6f and AAV2/5-Gfap-ChR2-mCherry in hippocampus. Bottom: immunocytochemical localization of ChR2-mCherry
(red), GFAP (green), and DAPI nuclei (blue) in hippocampal slices. Inset of high magnification of representative astrocyte. Scale bar = 50 and

20 pm, respectively. (b) Left: representative raster plot of microdomain activity, color coded according to fluorescence change (top, n = 500), and
average microdomain population activity versus time (bottom, n = 784). Right: representative intensity of Ca2* signals versus time evoked by
ChR2 light stimulation (20 s; blue bar). Scale bar = 1.5 AF/F, 25 s. (c) Analysis of microdomain Ca?* fluctuation properties showing mean
responses for event frequency (1 s, n = 162 out of 237 (62.35%); 5 s, n = 327 out of 451 (72.50%); 10 s, n = 734 out of 851 (86.25%); 20 s,

n = 784 out of 821 (95.49%); 25 slices from five mice). Resting versus light 10's, p = 0.025; 20 s, p < 0.001. Two-way ANovA analysis, post hoc
comparison with Tukey-Kramer test; * p < 0.05; *** p < 0.001. (d) Normalized changes in frequency of microdomain events to resting conditions
and linear fitting between different stimuli conditions. (e) Schematic drawing of experimental design for synaptic recordings and percentage of
neurons showing synaptic changes after ChR2-astrocyte stimulation. (f) Average of relative changes of EPSC amplitude over time after astrocyte
stimulation by different light conditions (1s,n = 7; 5s,n = 10; 10 s, n = 11; 20 s, n = 13). Zero time indicates light pulse (blue beam). (g) Relative
changes of EPSC amplitude by ChR2 stimulation at different time points. Values recorded at 10 min after ChR2-light stim of 1 s (mean: 96.72%;
SD: 24.21%; SEM: 9.15%; n = 7), 5 s (mean: 105.62%; SD: 24.53%; SEM: 7.76%; n = 10), 10 s (mean: 123.97%; SD: 28.09%; SEM: 8.47%; n = 11)
and 20 s (mean: 151.95%; SD: 43.74%; SEM: 12.13%; n = 13). 5 s: 1 min (p = 0.039); 10 s: 10 min (p = 0.018), 20 min (p = 0.001); 20 s: 1 min

(p = 0.012), 10 min (p = 0.001), 20 min (p = 0.008). *p < 0.05, **p < 0.01; paired t-test. (h) Analysis of Ca®" fluctuation properties induced by
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FIGURE 4 Melanopsin triggers G-protein-dependent Ca?* signaling in astrocytes. (a) Top, schematic drawing of intracellular loading of astrocyte
network with BAPTA or GDPgS by the recording pipette. Bottom, maximal projection confocal image of the astrocytic syncytium revealed by
biocytin-loading via whole-cell astrocyte recording in the stratum radiatum, and high magnification of representative loaded astrocytes. Scale bar
=50 pm and 25 pm, respectively. (b) Representative EPSCs responses before and after 20 s of melanopsin-astrocyte stimulation in control and
after astrocyte BAPTA or GDPfS-loading. Average of relative changes of EPSC amplitude over time (blue beam denotes 20 s light stimulation);
and histograms of relative changes of EPSC amplitude recorded 10 min after astrocyte stimulation (BAPTA, 98.58 4+ 9.20%; n = 5; p = 0.410;
GDPgS, 97.59 + 10.00%; n = 6; p = 0.443). p > 0.05; paired t-test. Data are shown as mean + SEM

the SIC frequency (Figure 6c-e; 2.46 & 0.77; n = 12; p = 0.007), indi-
cating the ability of melanopsin to trigger the release of both transmit-
ters glutamate and ATP/Adenosine.

Gliotransmission can be achieved by vesicular-dependent and inde-
pendent mechanisms (Bazargani & Attwell, 2016), involving regulated
exocytosis (Araque et al., 2014), and connexin/pannexin hemichannels
(Bennett et al., 2012). Following the intracellular loading of astrocytes
with Evans blue (5 pM), which blocks both the vesicular glutamate
transporter (VGLUT) function (Eriksen et al., 2016; Goh et al., 2011;
Sanchez-Mendoza et al., 2017), and the nucleotide transporters
(VNUTSs) that actively accumulate ATP into vesicles (Geisler et al., 2013;
Oya et al, 2013; Sakamoto et al., 2014), light stimulation failed to
induce astrocyte-mediated increase of SIC frequency (Figure 6e;
0.68 + 0.31; n = 8; p = 0.677), as well as blocked the transient synap-
tic potentiation (Figure 6f, 99.96 & 7.24%; n = 8 neurons; p = 0.996).
Conversely, the blockage of connexin-hemichannels and gap junctions
by bath application of the connexin 43 mimetic peptide Gap26
(100 pM; Karpuk, Burkovetskaya, Fritz, Angle, & Kielian, 2011,
Roux et al, 2015) did not prevent both the increase of SIC
frequency (Figure 6(e), 1.95 & 0.52; n = 8; p = 0.016), and synaptic
potentiation evoked by melanopsin-astrocyte stimulation (Figure 6f,
126.33 &+ 14.73%; n = 8; p = 0.010). Additionally, the light chain of tet-
anus toxin (TeTxLC) that cleaves the vesicle-associated synaptobrevin-
2 required for exocytosis was included into the astrocytic recording

pipette, and synaptic responses were analyzed before and after light

stimulation. The presence of TeTxLC (1 pM) into astrocytes blocked the
melanopsin-induced synaptic potentiation in neighboring neurons
(Figure 5f, 107.39 + 30.09%; n = 8; p = 0.547). Altogether, these data
support the contribution of vesicular-dependent pathways of gliotrans-
mitter release (Henneberger, Papouin, Oliet, & Rusakov, 2010; Jourdain
et al., 2007; Min & Nevian, 2012; Perea & Araque, 2007; Schwarz,
Zhao, Kirchhoff, & Bruns, 2017) to the neuronal modulation triggered

by melanopsin activation.

3.5 | Low-frequency light activation of melanopsin-
astrocytes triggers hippocampal long-term plasticity
and enhances memory performance in vivo

Astrocytes displayed low frequency spontaneous oscillatory activity
that could be enhanced after melanopsin light activation (from
1.13 + 0.024 in basal conditions to 1.78 + 0.048 min~! after 5 s light
pulse; ~0.03 Hz; p < 0.001; Figure 1g). We then tested whether tun-
ing astrocyte activity within this low-frequency range might engage
different forms of Ca2* signaling and synaptic plasticity. Astrocytes
stimulated at low frequency (low-frequency stimulation protocol, LFS;
5 s light pulse @ 0.06 Hz, 1 min; Supporting Information Figure S9a
and b) showed a robust enhancement of the Ca2* signals located at
the astrocytic microdomains (Figure 7a and b). Based on the prestimu-
lus amplitude value of Ca?* events (see Methods; Supporting Informa-

tion Figure S9c), ROIs showed a systematic increase in the frequency

melanopsin (purple) and ChR2 (orange) in microdomains at 1 and 20 s light stimulation showing mean responses for event frequency, amplitude
and width. Note that light stimulation of melanopsin at 1 s boosted the Ca?* event frequency, while ChR2 failed to evoke changes; 20 s light
pulse evoked higher mean frequency in melanopsin- than ChR2-transfected astrocytes (p = 0.021). Additionally, after 20 s light pulse melanopsin,
but not ChR2, induced shorter Ca®* events (p = 0.045). Two-way ANOVA, post hoc comparison with Tukey-Kramer test. (i) Somatic Ca%*
fluctuation properties of cyto-GCaMP6f-melanopsin (purple) and cyto-GCaMP6f-ChR2 (orange) expressing astrocytes induced by 20 s light pulse.
Changes in event frequency were higher for melanopsin (p < 0.001) than ChR2-transfected (p = 0.01) astrocytes, while amplitude and width of
Ca?* events did not show differences (p = 0.711 and p = 1.00; respectively). Two-way ANOVA, post hoc comparison with Tukey-Kramer test.

(j) Top: relative changes of EPSC amplitude over time by 1 and 20 s light stimulation of melanopsin-astrocytes and ChR2-astrocytes. Zero time
indicates light pulse (blue beam). Bottom: mean values of EPSC amplitude at 10 min after light stimulation of melanopsin- and ChR2-astrocytes.
Differences were found between 20 s light pulses. p = 0.014; unpaired t test. *p < 0.05; ***, #p < 0.001. Data are shown as mean + SEM
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FIGURE 5 Melanopsin triggers IP3-dependent Ca?* signals in astrocytes. (a) Image of an astrocyte from Gfap.Lck-GCaMP6f Ip3r2~’~ mouse,
and the same astrocyte showing the selected microdomains identified by GEClquant on ImageJ mask generator. Right: representative
intensity Ca?* signals versus time evoked by melanopsin light stimulation (20 s; blue bar) in Ip3r2~/~ astrocytes. Scale bar, 10 pum; 3 AF/F, 25 s.
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FIGURE 6 Melanopsin-driven purinergic and glutamatergic transmission triggers astrocyte-neuron signaling. (a) Schematic drawing of
experimental design. Changes in relative EPSC amplitude over time before and after 20 s of melanopsin-astrocyte stimulation in presence of LY
367385 (100 pM), SCH 58261 (10 pM), and MRS 2179 (10 pM). Zero time indicates light pulse (blue beam). (b) Top: representative EPSC
recordings before and after (10 min) astrocyte stimulation in presence of LY 367385 (in black/gray) and SCH 58261 (in green). Bottom left:
average of relative changes of EPSC amplitude induced by melanopsin-astrocyte stimulation (20 s light) in the presence of LY 367385 (n = 8;

p = 0.046), SCH 58261 (n = 10), MRS 2179 (n = 12), and PPADS (n = 10); *p < 0.05; paired t test. Bottom right: changes of EPSC amplitude
evoked by ChR2-astrocyte stimulation (20 s light) in the presence of LY 367385 (n = 11), SCH 58261(n = 8; p = 0.013), MRS 2179 (n = 8), and
after intracellular astrocyte loading with BAPTA (n = 8). *p < 0.05; paired t test. (c) Representative recordings showing the increase of SICs
frequency (red triangles) after 20 s melanopsin-astrocyte activation. (d) Mean SIC frequency over time after melanopsin-stimulation in control
conditions (n = 12), or after loading astrocytes with of Evans Blue (n = 8) or with perfusion of D-AP5 (50 pM, n = 6é). (e) Relative changes of the
SIC frequency in control (n = 12; p = 0.007), in presence of Evans Blue (5 puM, n = 8), and Gap 26 (100 pM, n = 9, p = 0.016; *p < 0.05;

*¥p < 0.01; paired t test). (f) Average of relative changes of EPSC amplitude by melanopsin-stimulation after intracellular astrocyte loading with
Evans Blue (n = 8), Gap 26 (n = 8; p = 0.010) and LcTeTx (1 pM, n = 8). *p < 0.05; paired t test. Data are shown as mean & SEM

(b) Top: representative raster plot of microdomain activity in Ip3r2~/~ mice (n = 500), color coded according to fluorescence change, and average
microdomain population activity versus time after 20 s of light stimulation (bottom, n = 589). (c) Top: histogram of ROls event frequency versus
time (20 s, n = 589). Bottom: percentage of ROIs showing an event during the first 20 s after light stimulation (1s,n = 75;5s,n = 28; 10s,

n = 103,20 s, n = 86; 19 slices from 4 mice). (d) Analysis of microdomain Ca?* fluctuation properties showing mean responses for event
frequency, amplitude and width (1 s, n = 238 out of 531 (44.82%); 5's,n = 105 out of 405 (25.93%); 10 s, n = 359 out of 759 (47.30%); 20 s,

n = 589 out of 789 (74.65%); 19 slices; from four mice). p > 0.05; one-way ANOVA, post hoc comparison with Tukey-Kramer test. Somatic Ca®*
signals were monitored with cyto-GCaMPé6f at 20 s light pulses (n = 39 astrocytes, 10 slices from three mice). p > 0.05; one-way aNova, post hoc
comparison with Tukey-Kramer test. Note the absence of light effects on Ca2* signals. () Analysis of resting microdomains Ca2* fluctuation
properties from Lck-GCaMP6f wild-type melanopsin-astrocytes (black; n = 3,816) and Ip3r2~/~ melanopsin-astrocytes (white; n = 1,291).
Analysis of resting soma Ca?* fluctuation properties from cyto-GCaMP6f wild-type melanopsin-astrocytes (black; n = 44) and Ip3r2=/=
melanopsin-astrocytes (white; n = 39). ** p = 0.001; *** p < 0.001, one-way ANovA, post hoc comparison with Tukey-Kramer test. (f) Schematic
drawing of an experimental design for synaptic recordings, and percentage of neurons from Ip3r2~/~ mice showing synaptic changes after
astrocyte light stimulation. (g) Top: representative EPSC recordings before and after 20 s of astrocyte optical activation in Ip3r2~/~ mice. Bottom:
average of relative EPSC amplitude over time after astrocyte stimulation. Zero time indicates light pulse (blue beam). (h) Relative changes of EPSC
amplitude in Ip3r2‘/‘ mice by light pulses at different time points (1s,n = 12; 5s,n = 11; 10s,n = 11; 20 s, n = 15). Values recorded at 10 min
after light activation of Ip3r2’/’—astrocytes with 1 s (mean: 105.55%; SD: 22.04%; SEM: 6.36%; n = 12), 5 s (mean: 100.88%; SD: 27.22%; SEM:
8.21%; n = 11), 10 s (mean: 97.41%; SD: 23.27%; SEM: 7.02%; n = 11) and 20 s (mean: 91.57%; SD: 14.82%; SEM: 3.83%; n = 15). p > 0.05;
paired t-test. (i) Comparative analysis of EPSC changes evoked after wild-type and Ip3r2~/~-melanopsin-astrocyte light stimulation with 20 s light
pulses (10 min after stim). Note that Ip3r2~/~-melanopsin astrocytes did not evoke EPSC changes compared with control-melanopsin astrocytes
(b = 0.003; one-way ANovA, post hoc comparison with Tukey-Kramer test). ** p < 0.01. Data are shown as mean + SEM
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FIGURE7 Low-frequency astrocyte activation drives hippocampal long-term synaptic plasticity and boosts memory performance. (a) Left:
representative raster plot of microdomain activity, color coded according to fluorescence change (top, n = 500), and average microdomain
population activity versus time (bottom, n = 1,008). Right: representative intensity of Ca2* signals versus time evoked by melanopsin low-
frequency stimulation (LFS; 5 s @ 0.06 Hz, 1 min; blue bars). Scale bar, 20 AF/F, 35 s. (b) Blue bars, analysis of microdomain Ca?* fluctuation
properties showing mean responses for event amplitude, frequency (p < 0.001), and width (1,008 out of 1,182 events; 85.30%). p = 0.005 (**);

p < 0.001 (***). Green bars, analysis of somatic Ca2* fluctuation from cyto-GCaMPf6 viral expression showing mean responses for event
amplitude (p = 0.003), frequency (p < 0.001), and width (p = 0.001; 18 slices from 3 mice). One-way ANova, post hoc comparison with Tukey-
Kramer test. (c) Left: changes in the mean amplitude of Ca?* event per active ROIs normalized to baseline over time, before and after 20 s light

(n = 951) and LFS (n = 809; p < 0.001; one-way ANovA, post hoc comparison with Dunns'’s test). Right: Ca%* event area before and after 20 s light
(p = 0.016) and LFS in astrocyte processes (gray and blue bars) and somas (green bars; p < 0.001; 20 s vs. LFS, p < 0.001). *p < 0.05;

*xkp < 0.001; two-way ANova, post hoc comparison with Dunn's test. (d) Left: schematic drawing of experimental design for synaptic recordings,
and percentage of neurons showing synaptic changes after melanopsin LFS. Right: EPSC traces recorded before (i) and after (ii) astrocytic LFS, and
EPSC amplitude over time from representative pyramidal cell. (e) Left: average of relative changes of EPSC amplitude over time after astrocyte
LFS in control and in presence of LY 367385, astrocyte network-loading with GDPSS (iA-GDPgS), and SCH 58261. Zero time denotes light
stimulation (blue beam). Right: relative mean values of EPSC amplitude after astrocyte LFS (mean value measured at 29-31 min) in control

(n = 10, p < 0.001), and in the presence of LY 367385 (n = 10, p = 0.006), SCH 58261 (n = 11), MRS 2179 (n = 7), iA-GDPpS (n = 7), Ip3r2~/~-
melanopsin astrocytes (n = 7), D-AP5 (n = 13, p = 0.006), and intracellular BAPTA in neurons (n-BAPTA, n = 8). ** p < 0.01, *** p < 0.001,
paired t test. Data are shown as mean 4 SEM. (f) Scheme showing the ability of melanopsin-transfected astrocytes to decode duration and
frequency of light protocols that originates modulatory synaptic responses with diverse temporal scales. (g) Left: Scheme of novel object location
(NOL) test, indicating the timing of light protocol during the acquisition trial for both control (fiber-implanted nontransfected mice) and
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of Ca2* signals, but only events showing small Ca* amplitudes in rest-
ing conditions showed significant changes (Supporting Information
Figure S9c). Using cyto-GCaMP6f, somatic Ca* events were also
recorded and showed a robust increase after LFS stimulation
(Figure 7b). Afterward, the efficacy to engage astrocyte Ca®* signaling
by 20 s light pulses and LFS was evaluated. The mean area of Ca®*
event amplitude was higher in both microdomains and soma after LFS
(Figure 7c) indicating that melanopsin-activated astrocytes could dis-
criminate light activity patterns driving different Ca?* responses. In
these conditions, recorded neurons displayed a robust EPSC potentia-
tion after LFS that persisted after 30 min of recording (long-term
potentiation, LTP) (80% of tested cells; 217.65 + 37.51% from base-
line; n = 10; p < 0.001; Figure 7d and e). The CV analysis indicated a
presynaptic mechanism of action underlying LTP (Supporting Informa-
tion Figure S9d). The astrocyte-mediated LTP was sensitive to the
purinergic antagonist's SCH 58261 (91.39 & 13.58% from baseline;
n=11; p =0.281) and MRS 2179 (92.28 4+ 12.54% from control;
n = 7; p = 0.396; Figure 7e). The presence of mGluR1a antagonist LY
367385 failed to prevent synaptic potentiation (144.89 + 15.36%
from baseline; n = 10; p = 0.006; Figure 7e), although it was slightly
reduced from control conditions (p = 0.004). The blockage of
connexin-hemichannels and gap junctions with Gap26 (100 uM) did
not prevent astrocyte-induced LTP (176.30 + 22.79% from baseline;
n = 5; p < 0.001; Supporting Information Figure S9e). However, LTP
was abolished by intracellular loading of Evans blue (5 uM) into astro-
cyte network (91.08 & 6.75% from baseline; n = 7; p = 0.126; Sup-
porting Information Figure S9e). These data suggest a role for
astrocytic ATP/Ado released by vesicular-dependent mechanisms in
the melanopsin-induced synaptic plasticity. To establish the causal
relationship between melanopsin-astrocyte Ca®* signals and LTP,
GDPBS was intracellularly loaded into the astrocytic network to
downregulate G-protein signaling. After astrocyte GDPpS-loading,
LFS failed to evoke LTP (100.12 + 4.18% from baseline; n = 6;
p = 0.977; Figure 7e). Likewise, stimulation of Ip3r2~/~ melanopsin-
transfected astrocytes (Supporting Information Figure S9b) failed to
induce synaptic changes (91.76 &+ 7.42% from baseline; n = 7;
p = 0.281; Figure 7e); suggesting that astrocytic intracellular G-
protein and IP3-dependent signaling were necessary and sufficient to
induce LTP at hippocampal synapses.

NMDA receptors are broadly involved in LTP processes
(Volianskis et al., 2015), and they have been related to particular forms
of astrocyte-mediated synaptic plasticity (Adamsky et al., 2018; Hen-
neberger et al., 2010; Min & Nevian, 2012). We found that in the
presence of the NMDAR antagonist AP5 (50 uM), melanopsin-
astrocyte  stimulation  still induced synaptic  potentiation
(118.68 £ 5.62% from baseline; n = 13; p = 0.006; Figure 7e and
Supporting Information Figure $9d), but lesser extent than in control
conditions (p < 0.001). Additionally, the contribution of postsynaptic
activity was evaluated by intracellular loading of BAPTA into the
recording neurons (nBAPTA; 20 mM). After nBAPTA-loading,
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astrocyte stimulation did not induce plasticity (108.60 + 4.03% from
baseline; n = 8; p = 0.081; Figure 7e and Supporting Information

Figure S9d), suggesting that along with the presynaptic actions
derived from optical astrocyte stimulation the postsynaptic neurons
also contributed to the astrocyte-induced LTP. Interestingly, the anal-
ysis of former responses revealed a transient enhancement achieved
during the first minutes after astrocytic LFS, similar to the short-term
synaptic potentiation observed by acute melanopsin-astrocyte stimu-
lation (Figure 2c). However, the activation of NMDARs and postsyn-
aptic Ca?* signaling were required for a sustained boost and LTP
expression at hippocampal synapses (Volianskis et al., 2015; Support-
ing Information Figure S9d). Therefore, these data reveal the compe-
tence of astrocytes to directly trigger long-term plasticity in response
to different patterns of activity (Figure 7f).

Because astrocyte activity has been related to cognitive perfor-
mance (Florian, Vecsey, Halassa, Haydon, & Abel, 2011; Lee et al,,
2014; Y. K. Li et al,, 2012; Matos et al., 2015; Oliveira, Sardinha,
Guerra-Gomes, Araque, & Sousa, 2015; Perea et al., 2014), we next
investigated whether the synaptic changes induced by melanopsin-
astrocytic activation might have an impact on animal behavior. Mice
were injected bilaterally with AAV2/5-Gfap-melanopsin-mCherry to
target hippocampal astrocytes. 3 weeks after surgery, memory perfor-
mance was evaluated by testing Novel Object Location (NOL), in
which mice were exposed to two objects for 10 min (acquisition trial),
and 30 min later were re-introduced to the cage with one of the
objects in a different location, during 5 min for exploration (Figure 7g).
LFS light protocol was applied for 3 min during the acquisition trial.
We have found that astrocyte activation resulted in a significant boost
for the displaced object preference compared to control mice; that is,
melanopsin-astrocyte activation enhanced discrimination index
(0.57 4+ 0.030 in control mice, fiber implanted, vs. 0.56 & 0.041 in
vector-transfected mice, p = 0.868; and 0.70 4 0.037 in melanopsin-
transfected mice, p = 0.041; n =5, n = 6, and n = 11; respectively;
Figure 7g). These data reveal the competence of astrocytes to
improve memory performance (Adamsky et al., 2018), and the effi-
ciency of melanopsin as an astrocytic optical tool for cognitive
studies.

4 | DISCUSSION

Astrocytes have been shown to modulate neuronal activity by means
of different mechanisms. Although its outcome is controversial
(Bazargani & Attwell, 2016), the mechanisms related to intracellular
Ca?" signaling have received particular attention (Agulhon et al., 2013;
Araque et al., 2014; Bindocci et al., 2017). Optogenetics appears as an
ideal tool for accomplishing noninvasive, time-controlled, and cell-
type specific perturbation in the brain. Thus, the specific manipulation
of astrocytes by light could aid to uncover the astrocytic roles in brain

function (Xie et al., 2015). Here, we have applied for the first time

melanopsin-transfected mice. Test trial was performed in the absence of light. Right: Whisker plot quantification of discrimination index of control
(0.569 + 0.030; n = 5, black), vector-transfected mice (0.560 + 0.041; n = 6, gray; p = 0.868), and melanopsin-transfected mice (0.699 + 0.037;
n = 11, blue; p = 0.041, control vs. melanopsin) showing the enhancement of recognition index induced by astrocyte activation. *p < 0.05, one-

way ANOVA, post hoc comparison with Tukey-Kramer test
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melanopsin to astrocytes, a retinal G-protein-coupled photopigment,

as an optical approach to precisely stimulate Ca?" signals. A slow
kinetics of melanopsin-driven light responses in retinal ganglion cells
has been already described (Do et al., 2009; Mure et al., 2016), regu-
lating cell excitability for several tens of seconds even after the light
has been switched off, that allows an extended temporal integration
frame in these neurons (Sexton et al., 2012). In this context, melanop-
sin features (high photosensitivity, regulation of intracellular Ca?*
dynamics, and slow kinetics) seem the ideal candidate to manipulate
astrocyte physiology with optical tools. Our study reveals that light
activation of melanopsin evoked reliable Ca?* elevations at microdo-
main levels and membrane photocurrents related with Ca*-activated
K* channels at a different range of light pulses. A correlation was
found between Ca* event frequency and light pulse duration that
might suggest the ability of astrocytes to adjust their excitability to
different synaptic weights. Additionally, we found that Ca?* events in
astrocytic microdomains from Ip3r2~/~ mice (Srinivasan et al., 2015)
did not show further changes after light stimulation, confirming the
ability of melanopsin to engage intracellular IP3 signaling in astro-
cytes. A new source of Ca2* signaling in astrocytic microdomains has
been recently described (Agarwal et al., 2017), where discrete Ca?*
events are mediated by transient openings of the mitochondrial transi-

/= mice (Agarwal

tion pore, which can be also detected in the Ip3r2~
et al., 2017). Whether this new mechanism can be recruited by
melanopsin is still unresolved and would need further investigation.
However, although light-evoked currents were still present in Ip3r2~/~
astrocytes, which suggests that melanopsin might activate additional
IP3R2-independent signals, no significant Ca* changes were found in
both astrocytic microdomains and soma, and no synaptic changes
were detected in neighboring neurons. Hence, these data support that
the G-protein and IP3R2 signaling are the main intracellular pathways
(Sherwood et al., 2017) involved in the melanopsin-driven astrocytic
Ca?* and synaptic responses. Considering that astrocytes express a
wide repertory of G-protein-coupled receptors that are activated
by synaptically released neurotransmitters, the use of melanopsin as
optical tool represents a reliable approach to stimulate endogenous
G-protein signaling pathways. Accordingly, synaptic plasticity was
abolished by the presence of GDPBS and BAPTA into astrocyte net-
work, confirming its dependence on intracellular G-protein and Ca?*
signaling.

Although light activation of OptoXRs, engineered chimeric recep-
tors comprising the intracellular loops of adrenergic receptors fused
to light-sensitive opsins (Airan, Thompson, Fenno, Bernstein, & Deis-
seroth, 2009), has been applied to astrocytes in culture and in situ
(Figueiredo et al., 2014; Tang et al., 2014), and a recent paper comes
out during the submission of this study showing their impact for hip-
pocampal memory performance (Adamsky et al., 2018); the molecular
pathways and subcellular features of the activation of light-sensitive
G-protein have not been explored. Here, we provide a thorough char-
acterization of the mechanisms of action of melanopsin on astrocyte
Ca?* physiology and synaptic transmission. While further studies will
disclose the benefits and suitability of using OptoXRs or melanopsin,
these data extend the existing optogenetic toolkit for astrocyte
manipulation and neuron-glia studies both in situ and in vivo.

We reported that while glutamate-evoked NMDAR-dependent
inward currents in CA1l neurons, ATP/Ado induced the synaptic
enhancement by activation of A2,Rs and P2Y;Rs. The autocrine
action of ATP has been previously shown in response to optoXRs
(Figueiredo et al., 2014) and ChR2 stimulation (Shen et al., 2017)
which might reconcile the responses driven by different receptors
after melanopsin stimulation. As a result, optical astrocyte activation
might stimulate ATP release that engaged surrounding astrocytes via
P2Y,Rs stimulation, concluding with an excitatory synaptic enhance-
ment driven by adenosine A2,Rs. Nevertheless, not all the
melanopsin-induced Ca?* signals were competent for gliotransmitter
release and modulation of synaptic transmission, and EPSC potentia-
tion was only observed after astrocyte activation above 5 s, suggest-
ing the existence of a threshold for astrocyte neuromodulation.

Based on the present data light activation of melanopsin derived
in glutamate and ATP/Ado release from astrocytes by Ca®* and
vesicular-dependent mechanisms (Henneberger et al., 2010; Jourdain
et al., 2007; Min & Nevian, 2012; Perea & Araque, 2007; Schwarz
et al, 2017); however, alternative and/or coexisting mechanisms
could occur (Hamilton & Attwell, 2010). Potentially, additional effects
induced by ATP signaling could take place simultaneously to the acti-
vation of P2Y1 and adenosine A2A receptors. That is, the purinergic
signaling triggered by astrocytic P2Y1 would evoke glutamate release
via TREK1 and Bestl channels activation, which are preferentially
expressed at microdomains adjacent to glutamatergic synapses and
engaged upon GPCR stimulation inducing NMDA-dependent to slow
inward currents (Woo et al, 2012). Hence, a cooperative action
between ATP and glutamatergic signaling would result in the recorded
increase of SICs after melanopsin stimulation (Figure 6d and e). Addi-
tionally, ATP-derived excitatory currents via P2XRs could be consid-
ered as slow inward currents (SICs) (Lalo et al., 2014, 2016). D-serine
release, along with glutamate, would be affected after blockage of
vesicular-dependent pathways, which might derive in a reduction of
the frequency of NMDA-dependent currents (Papouin, Henneberger,
Rusakov, & Oliet, 2017; Rasooli-Nejad, Palygin, Lalo, & Pankra-
tov, 2014).

Previous studies in hippocampal slices have shown that ATP
released from astrocytes downregulates AMPA receptors at postsyn-
aptic membranes via P2X receptor activation (Pougnet et al., 2014,
2016); however, the potentiation of EPSC amplitude observed in our
study does not agree with the reported contribution of P2XR to hip-
pocampal synaptic depression (Pougnet et al., 2014); and additionally,
the synaptic enhancement was not abolished by PPADS, an antago-
nist of P2XR. Alternatively, ATP released by astrocytes can stimulate
postsynaptic P2XRs activation and evoke purinergic synaptic currents
that contribute to excitatory transmission (Lalo et al., 2016). Given the
difficulties to monitor the purinergic component of fast EPSCs, low
probability, and low amplitude events (Pankratov, Lalo, Verkhratsky, &
North, 2007), we cannot totally exclude the contribution of P2XRs in
the melanopsin-reported effects (Boue-Grabot & Pankratov, 2017);
however, the magnitude of synaptic modulation observed under
P2XRs blockage was similar to control conditions (p = 0.190; unpaired
t test), which suggest that ATP released by astrocytes largely stimu-
lates excitatory synaptic transmission via purinergic activation of
P2Y1 and A2A receptors.
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Optogenetic manipulation of astrocytes with ChR2 has been
shown to modulate both intracellular Ca?* signals and neuronal activ-
ity regulating neuronal firing rate (Gourine et al., 2010; Perea et al,,
2014; Tan et al., 2017), as well as excitatory and inhibitory synaptic
transmission (Perea et al., 2014; Sasaki et al., 2012) under robust light
stimulation conditions; however, the consequences of shorter pulses
have been less explored. In agreement with previous studies, we
found that ChR2-evoked Ca?* signals were triggered by long light
pulses confirming the ability of ChR2 to stimulate astrocytes; but
shorter stimuli showed a remarkably reduced control power on astro-
cyte Ca?" signals. However, while different light stimuli of
melanopsin-astrocytes triggered transient EPSC modulation (Figure 2),
the impact of ChR2-astrocyte stimulation on synaptic transmission
lasted longer (Figure 3), suggesting that, besides Ca®* signaling, ChR2
activation might trigger additional mechanisms that restrict its ability
to fine-tune synaptic transmission (Beppu et al., 2014). Therefore, this
study shows that melanopsin and ChR2 display different capability to
trigger astrocyte Ca®' signals and to impact neuronal activity by
releasing glutamate or ATP. Our data suggest that melanopsin and
ChR2 modulate synaptic activity by different temporal scales, consid-
ering that compared with melanopsin, ChR2 significantly enhanced
synaptic transmission, but displayed a limited capability to transiently
perturb neuronal networks. Hence, to increase the available options
for optical astrocytic stimulation, melanopsin offers wider conditions
to induce either short or long-lasting synaptic changes. Furthermore,
our data might indicate that the differences observed by using ChR2
and melanopsin, that is, magnitude and time course of synaptic
changes, are evoked by different modes of gliotransmitter release,
that is, diffuse or bulk gliotransmission triggered by ChR2 versus spot-
like signaling between astrocytic processes and synapses triggered by
melanopsin. Additionally, melanopsin-induced synaptic modulation
shows similar temporal profile to the synaptic changes mediated by
endocannabinoid and GABAergic endogenous activation of astrocytes
(Martin et al., 2015; Perea et al., 2016), which suggests that melanop-
sin stimulation might recapitulate the astrocyte activation under phys-
iological conditions.

The role of Ca®* signals as the molecular code for astrocyte sig-
naling is under debate (Araque et al., 2014; Bazargani & Attwell, 2016;
Rusakov, 2015). While some studies based on the exogenous expres-
sion of Mas-related G-protein-coupled receptor A1l (MrgprA1l) selec-
tively in astrocytes (Agulhon, Fiacco, & McCarthy, 2010) have
reported that MrgprA1l stimulation mobilized intracellular Ca?* but
failed to affect hippocampal synaptic transmission, recent studies
have shown positive effects of specific MrgprA1l activation of astro-
cytes on glutamate transporter currents (Devaraju et al., 2013) and
ATP-related animal behavior (Cao et al., 2013). Despite the contro-
versy, our data suggest a key role of G-protein signaling and Ca?
*-dependent mechanisms for melanopsin-driven astrocyte-mediated
synaptic modulation in synaptic transmission and animal behavior.

Yet more, considering that image acquisition used in this study is
1 Hz, it seems feasible that the frequency of Ca?* events shown might
be underestimated. Future studies using faster scanning or 3D record-
ings (Bindocci et al., 2017; Stobart et al., 2018) would monitor with
better precision the melanopsin-induced Ca?* dynamics in astrocytes.
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Whether Ca?* signaling can be regulated by local signals and neu-

ronal demands is being comprehensively examined (Rusakov, 2015).
In this study, using melanopsin as a trigger we first evaluated whether
changes in astrocyte CaZ* dynamics had an impact on the local neuro-
nal network. We found that low-frequency stimulation (LFS; 0.06 Hz)
of melanopsin evoked significant Ca?* responses in astrocytic pro-
cesses and soma, and unexpectedly, long-lasting changes in excitatory
synaptic transmission (LTP). These results indicate that changes in
duration (Figure 1f and g), and frequency (Figure 7) of light protocols
used to stimulate melanopsin-astrocytes can modulate intracellular
Ca?* signals with different consequences on synaptic plasticity, from
transient to long-lasting effects. Indeed, while a single 5 s pulse did
induce transient EPSC potentiation, LFS evoked LTP. Hence, our data
show that tuning their Cca®* signals astrocytes can participate in differ-
ent forms of synaptic plasticity, which could denote the contribution
of astrocytes to particular brain states. Recently, it has been shown
the role of astrocyte signaling in short- and long-lasting EPSCs poten-
tiation triggered by different patterns of postsynaptic neuronal activ-
ity (Gomez-Gonzalo et al., 2015; Martin et al., 2015; Perea et al,,
2016), as well as the astrocytic contribution to low-frequency states
of cortical circuits, which may play a causal role in the control of corti-
cal synchronizations (Poskanzer & Yuste, 2016). Our results showed
that periods of low-frequency activity in astrocytes can engage long-
term hippocampal synaptic plasticity. We next investigated whether
those changes induced by melanopsin-astrocyte activation would
impact animal performance in vivo. Remarkably, activation of astro-
cytes in vivo induced an enhancement of hippocampal-dependent
memory tasks (NOL), which supports the role of astrocytes in cogni-
tive processes (Adamsky et al., 2018), and their potential as cognitive
enhancers.

Altogether, these results show melanopsin as a light-control trig-
ger to manipulate astrocytic Ca?* signaling, which can mimic the
endogenous signaling pathways based on G-protein/IP3 activation
triggered by neurotransmitter receptor stimulation. Additionally, pre-
sent data show that fine-tuning of astrocyte signaling impacts synap-
tic transmission at different temporal scales, suggesting the ability of
astrocytes to sense diverse patterns of neuronal activity. Such range
of astrocyte activation might contribute to different forms synaptic
plasticity and animal behavior. Future studies will reveal whether mel-
anopsin may replicate endogenous astrocyte activity patterns, that
will uncover the weight of astrocytes in particular brain functions, and
alternatively, whether melanopsin can be applied to restore dysfunc-
tional astrocyte-to-neuron signaling in animal models of human dis-
eases. Overall, present data reveal melanopsin as a valuable

optogenetic tool for neuron-glia studies.
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