[image: image9.emf]
1er  CONGRESO DE LA SOCIEDAD CHILENA DE NEUROCIENCIA

SANTIAGO, CHILE. DICIEMBRE  1-2 del 2005

PROGRAMA

I CONGRESO DE LA SOCIEDAD CHILENA DE NEUROCIENCIA,

SANTIAGO, CHILE, DICIEMBRE 1-2 2005

PROGRAMA DE LA REUNIÓN

Resumen programa:

3 Simposium: 4 conferencistas, 25 minutos (20 min charla + 5 min discusión)




3  Conferencias Plenarias (1 hr.) 



  
20  presentaciones libres  (10 min + 5 min discusión)




Sesión Paneles.

HORARIO
JUEVES  1º de  Diciembre  




  8:30 -  9:00
INSCRIPCIÓN

  9:00 - 10:30
PALABRAS DE BIENVENIDA Y PLENARIA I

10:30 - 11:00
CAFÉ 

11:00 - 13:00
SIMPOSIO I

13:00 -14:30
ALMUERZO

14:30 -16:30
SIMPOSIO II

16:30 -17:00
CAFÉ

17:00 - 19:30
COMUNICACIONES LIBRES I

19:30 - 21:00
PANELES I




HORARIO
VIERNES 2 de Diciembre




  8:30 -  9:00
INSCRIPCIÓN

  9:00 - 11:00
SIMPOSIO III

11:00 - 11:30
CAFE

11:30 - 12:30
PLENARIA II

12:30 - 14:00
ALMUERZO

14:00 - 16:30
COMUNICACIONES LIBRES II

16:30 - 18:00
PANELES II Y CAFE

18:00 - 19:00
PLENARIA III

19:00 - 19:15
PALABRAS DE CLAUSURA

19:15 - 20:00
REUNION AMPLIADA DE SOCIOS SCN

20:00 - 21:30
CENA

PLENARIAS

P1

REGULACIÓN COLINERGICA DE LA ACTIVIDAD CEREBRAL. (Cholinergic regulation of cerebral activity). Rodrigo Andrade, Dept of Psychiatry and Behavioral Neuroscience, Wayne State University School of Medicine

 La corteza cerebral es inervada en forma muy densa por axones de células colinérgicas. A partir de la mitad del siglo XX, estudios electrofisiológicos han demostrado que la acetilcolina, secretada por estos axones, aumenta la excitabilidad de las células piramidales en esta región. Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares que subyacen estos efectos no han sido completamente esclarecidos. Esta presentación revisara avances recientes en los cuales hemos usado una variedad de técnicas, tanto clásicas como modernas, para entender los mecanismos moleculares que los receptores muscarínicos utilizan para regular las propiedades electrofisiológicas de las células piramidales de la corteza prefrontal.

P2

¿PORQUÉ LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN WNT ES IMPORTANTE EN NEUROCIENCIA? (Why does WNT signalling pathway is important for Neuroscience?) Nibaldo Inestrosa, Facultad de Ciencias Biológicas. Pontificia Universidad Católica de Chile
P3

RIBOSOMAS EN EL AXÓN: HACIA UNA NUEVA COMPRENSIÓN DE LA NEURONA.

(Ribosomes in the axon: Towards a new concept of the neuron) Jaime Alvarez. Facultad de Ciencias Biológicas. Pontificia Universidad Católica de Chile. 

Desde más de medio siglo, se afirma que todas las proteínas del axón se sintetizan en el cuerpo celular y se transportan en dirección distal a 1 mm/día. Esta concepción es insostenible ya desde su inicio. Por otra parte, las evidencias de que el axoplasma sintetiza proteínas no han sido aceptadas porque los ribosomas no han sido observados con el  microscopio electrónico. Recientemente, hemos producido evidencia de ribosomas en el axón periférico, ribosomas que se transfieren desde la células de Schwann. Hemos mostrado que el axón tiene programas que se pueden gatillar localmente. Uno de ellos, es la capacidad del axón para emitir brotes, que está tónicamente reprimida por la célula de Schwann diferenciada. Por otra parte, es sabido que el axón regula a la célula de Schwann. La regulación recíproca entre el axón y la célula de Schwann puede perturbarse inhibiendo proteasas extracelulares. Estos dos mecanismos, emisión de brotes y su represión, dan cuenta de la regeneración de los axones seccionados es la expresión del desbalance de estos mecanismos debido a una perturbación accidental del nervio, sin que participe, al menos inicialmente, el cuerpo neuronal. El otro programa interno del axón, es su autodestrucción. En resumen, el axón tiene programas internos y puede sintetizar sus propias proteínas, por tanto, el axón es autónomo de su cuerpo celular ya que puede responder localmente a perturbaciones locales. Conjeturamos que la regulación recíproca entre glía y axón, así como el mecanismo de autodestrucción, subyacen a algunas patologías degenerativas del sistema nervioso. 

SIMPOSIO I

MECANISMOS DE ATENCIÓN Y ALERTA

SI01

ORGANIZACIÓN TEMPORAL DE LOS ESTADOS DEL CICLO SUEÑO VIGILIA: LA DIVERSIDAD EN ROEDORES OCTODONTIDOS (Temporal organization of the sleep awakeness cycle; The diversity in octodontid rodents)

Adrian Ocampo-Garces, Felipe Hernández, Wilson Mena, Adrian Palacios. ICBM, Universidad de Chile

Los núcleos generadores de los estados del ciclo sueño-vigilia (CSV) de los mamíferos se encuentran distribuidos en el prosencéfalo basal, diencéfalo y tronco encefálico, y son conocidos genéricamente como Formación Ascendente Activante (FAA). La FAA se encuentra bajo el control ejecutivo de dos regiones del hipotálamo que determinan las transiciones de la vigilia a los estados de sueño y vice-versa, el Hipotálamo Lateral hipocretinérgico y el núcleo Ventrolateral Preóptico galaninérgico. La organización temporal de los estados del CSV es modulada por procesos circadianos y homeostáticos del dormir. Diversas evidencias sugerieren que la vigilia es promovida activamente por un proceso circadiano presumiblemete originado en el núcleo supraquiasmático (NSQ) del hipotálamo. Los estados de sueño son a su vez promovidos por procesos denominados de reloj de arena u homeostáticos, donde la presión al dormir es acumulada en el curso de la vigilia. El sustrato neurobiológico que vincula los sistemas cronobiológicos (circadianos y homeostáticos) a los sistemas generadores de los estados del CSV, asociados a la FAA no ha sido establecido fehacientemente. La fisiología comparada ofrece una estrategia posible para abordar esta interrogante. Hemos estudiado el perfil temporal de la organización circadiana del ritmo de actividad-reposo y del CSV en especies de octodóntidos (Rodentia: Hystrichognathi) endémicos, cuya diversidad sugiere una historia evolutiva caracterizada por procesos de especiación reciente. Mediante registros realizados en cautiverio hemos descrito una amplia  diversidad de cronotipos que incluye al menos una especie crepuscular diurna (Octodon degus) y especies nocturnas como el O. bridgesi y el Spalacopus cyanus. De las relaciones filogenéticas conocidas entre estos octodóntidos es posible suponer que el carácter crepuscular-diurno observado en el O. degus es una adquisición reciente en el linaje octodóntido. Recientes evidencias sugieren que la determinación de la predilección temporal de los estados del CSV ocurre rio abajo del oscilador circadiano localizado en NSQ, a nivel de los mecanismos efectores del sistema circadiano: los centros generadores de estados del CSV. La caracterización de los sistmas generadores de estado en octodóntidos podría contribuir a explicar los mecanismos que determinan la predilección diurna o nocturna de la vigilia en mamíferos.

SI02

CORTEZA INFRALÍMBICA EN CONDUCTAS MOTIVADAS. (Infralimbic cortex in motivated behaviors) Fernando Torrealba, José Luis Valdés, Pedro Maldonado, Mónica Recabarren, María Josefa Serón-Ferré. Facultad Ciencias Biológicas Pontificia Universidad Católica de Chile

La motivación imparte dirección e intensidad a las conductas. La dirección está dada por las recompensas que se busca, y la intensidad es reflejo de la actividad de los núcleos de la vigilia. Estudiamos el papel de la corteza infralímbica en la fase apetitiva de la búsqueda de comida, en 2 modelos diferentes: en un modelo la búsqueda de comida es iniciada por señales circadianas, y en el otro es iniciada por señales sensoriales dadas por la presencia de comida. En ambos modelos demostramos que la integridad de la corteza infralímbica es esencial en la respuesta hipertérmica que antecede la llegada de comida, y en la respuesta hipertérmica que acompaña la ingesta, de modo lesión-dependiente. Además, la lesión de la corteza infralímbica produjo una caída de 0.3°C en la T° corporal, sin afectar los ritmos circadianos de T° o de actividad locomotora. El registro electrofisiológico en ratas despiertas demostró que el 90% de las neuronas infralímbicas responden a la presentación y/o a la ingesta de comida, lo que se corresponde con una expresión de C-Fos-ir aumentada. La lesión excitotóxica inducida por micro-inyecciones de ác iboténico en la corteza infralímbica aceleró la expresión de actividad ambulatoria anticipatoria en el modelo circadiano, pero abolió la actividad ambulatoria inducida por señales sensoriales, junto con abolir la expresión de Fos-ir en los núcleos del sistema ascendente activante, y las de los núcleos subcorticales termoregulatorios en relación inversa con el tamaño de la lesión infralímbica. Concluímos que la corteza infralímbica es indispensable para la expresión del alerta conductual y autonómico aumentado que caracteriza la fase apetitiva de la búsqueda de comida. Financiado por Fondecyt 1020718, MECESUP PUC 01211 y DIPUC.

SI03

UN POSIBLE MECANISMO DE WINNER-TAKE-ALL PARA LA ATENCIÓN ESPACIAL EN EL CEREBRO MEDIO DE LOS VERTEBRADOS. (A possible winner-take-all mechanism for the spacial attention in the vertebrate midbrain) Gonzalo Marín, Jorge Mpodozis, Elisa Sentis, Carlos Salas, Susana Vargas, Juan Carlos Letelier. Laboratorio de Neurobiología y Biología del Conocer, Depto de Biología. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.

En términos figurativos, la atención  espacial visual se describe como una ventana perceptual dentro de la cual ciertos estímulos cobran especial relevancia sensorial y se transforman en el objeto central de la conducta. Dado que puede haber múltiples estímulos visuales en cada instante, se presume que los mecanismos neuronales subyacentes a la atención espacial involucran procesos de selección entre los flujos sensoriales asociados a cada estímulo, que llevan a la potenciación de unos y a la supresión de otros. Uno de los mecanismos de selección más paradigmáticos es el llamado de Winner Take All (WTA), en el cual la respuesta al estímulo más saliente suprime la respuesta a los demás estímulos. Estudios recientes realizados principalmente en primates muestran que la orientación de la atención en el espacio visual comparte mecanismos similares al de los movimientos oculares, y que el colículo superior es crucial en la generación de ambos tipos de conductas. Mediante registros en el núcleo homólogo en la paloma, el tectum óptico (TeO), mostramos que una computación de tipo WTA puede ser realizada en el tectum con la participación de dos núcleos satélites: los núcleos isthmi pars parvocellularis (Ipc) y pars magnocellularis (Imc). Ambos núcleos son estructuras laminares que se conectan recíprocamente con el tectum. Cada neurona en Ipc envía un axón colinérgico cuyo terminal columnar “en pincel” termina en la misma localización tectal desde donde recibe su aferencia visual. Las neuronas de Imc envían axones GABAérgicos que se ramifican sobre la mayor parte de Ipc y TeO. La estimulación visual local gatilla bursts de potenciales de acción en Ipc que se registran como bursts de potenciales oscilatorios (OBs) a través de las capas tectales.. Registros de las descargas en bursts en Ipc y de los correspondientes OBs tectales, en palomas anestesiadas, muestran que las descargas  bursts/OBs evocadas en un locus Ipc/TeO por la estimulación visual de su campo receptivo pueden ser totalmente suprimidos por nuevos estímulos  presentados en el campo visual, aun a distancias angulares superiores a 90 grados. Registros extracelulares e intracelulares simultáneos en el sistema Istmo-tectal, y experimentos de bloqueo farmacológico, demuestran que esta inhibición a distancia opera mediante la proyección GABAérgica difusa de Imc sobre Ipc. Estos resultados sugieren que la red neuronal Istmo-tectal constituye un circuito de winner-take-all que promueve la activación de un solo sitio en Ipc siendo el resto de Ipc inhibido por Imc. La activación local de  Ipc podría a su vez actuar, vía la descarga en bursts de los terminales de pincel en el tectum y la consiguiente liberación de acetilcolina a lo largo de una columna tectal, como un “foco atencional”, potenciando la respuesta neuronal a los estímulos provenientes de los lugares correspondientes del espacio visual y facilitando los movimientos de orientación hacia los mismos.

SI04

DINÁMICA CEREBRAL EN PROCESOS ATENCIONALES: UNA VENTANA A LOS DESÓRDENES NEUROPSIQUIÁTRICOS. ( Cerebral dynamics in attentional processes: a window to neuropsychiatric disorders) Francisco Aboitiz ,Javier López, Vladimir López, Rodrigo Ortega, Conrado Bosman, Pablo Gaspar. Depto. Psiquiatría y Cenro de Investigaciones Médicas, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Católica de Chile.

La atención es una función cognitiva básica que consiste en la selección de estímulos conductualmente relevantes en desmedro de aquellos no relevantes. Clásicamente, en este proceso se han postulado dos tipos de mecanismos: "Top-down", que mantienen un foco atencional a pesar de señales distractoras, y "Bottom-up", que dan realce a los estímulos novedosos. Los mecanismos atencionales suelen estar alterados en diversas condiciones neuropsiquiátricas; por ejemplo, en una forma relativamente leve en el caso del  síndrome de déficit atencional, y de maneras mas severas en esquizofrenia, autismo y las demencias. En nuestro laboratorio nos basamos en varios paradigmas experimentales que sondean distintas funciones atencionales, como son la atención sostenida, la atención periférica, la atención dividida y tareas algo mas complejas como es la percepción de bordes ilusorios. Usando técnicas electroencefalográficas de registro de potenciales evocados y análisis de frecuencias, hemos podido observar que: (1) hay fuertes  mecanismos inhibitorios bloqueando el procesamiento de estímulos distractivos; (2) los procesos atencionales poseen una resolución temporal limitada; (3) existe una amplia interferencia intermodal en el control atencional, de manera que también existe una modulación entre vías paralelas de procesamiento sensorimotor; y (4) la sincronía de fase en la actividad oscilatoria neuronal está estrechamente asociada a mecanismos atencionales y perceptuales específicos. En este momento, nuestra población de pacientes consiste fundamentalmente de pacientes con síndrome de déficit atencional y pacientes con esquizofrenia. En los primeros, hemos podido demostrar un aumento multifocal de las capacidades atencionales con la medicación con estimulantes. Además, cuando están sin medicamento, la respuesta evocada de estos pacientes muestra mayores capacidades que los controles para discriminar estímulos periféricos no atendidos, y una mayor resolución temporal en paradigmas de presetación visual serial rápida. Esto sugiere que mas que un déficit en capacidades atencionales, el síndrome de déficit atencional se caracteriza por una ventana atencional diferente a la de los controles, con una mayor amplitud espacial y una menor constante de tiempo. Por último, en esquizofrénicos hemos podido observar una disminución de la sincronía neuronal evocada en bajas frecuencias durante una tarea de  atención espacial, y un patrón alterado de actividad electroencefalográfica en tareas de memoria de trabajo, lo que es consistente con la interpretación que esta enfermedad se caracteriza por un déficit en la conectividad cortical. Financiado por proyecto FONDECYT 1010816 y por el Centro Milenio de Neurociencias Integradas.

SIMPOSIO II

SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR NEUROTROFINAS. ASPECTOS MOLECULARES CELULARES Y FISIOLÓGICOS
SII01

DIFERENTES EXONES NO TRADUCIDOS DE BDNF: UNA MULTIPLICIDAD MOLECULAR QUE PODRÍA EXPLICAR LA DIVERSIDAD FUNCIONAL. (Different BDNF non-translated exons: a molecular diversity that could explain funcional diversity) Esteban Aliaga, Isabel Mendoza, Wilson Mena Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaíso.

El factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) es la más pleiotrópica de las Neurotrofinas. Esta ha sido implicada en neurogénesis, sinaptogénesis y maduración de circuitos neuronales durante el desarrollo, asi como neuroprotección y neuroplasticidad en el SN adulto. Tal diversidad funcional posiblemente tenga relación con su poco estudiada complejidad molecular. El gen de BDNF esta compuesto de cuatro exones 5' no traducidos (I-IV UTRs) y un exón codificante (V). Mediante uso diferencial de promotores, este gen origina al menos 4 transcritos diferentes, que sin embargo, codifican una misma proteína. Si bien la expresión de los diferentes trascritos es tejido y estímulo específica, el papel fisiológico de las regiones 5´ y 3´ UTRs es incierto. Dichas regiones podrían permitir una regulación postranscripcional diferencial dotando a la célula de diferentes modos de respuesta en la producción de BDNF en condiciones fisiológicas. En neuronas, algunos RNAs mensajeros son transportados a las dendritas, donde estarían destinados a traducción local actividad-dependiente. Se ha demostrado que el mensajero de BDNF es uno de ellos, sin embargo, esto se ha realizado utilizando una sonda que no diferencia los diferentes transcritos (panBDNF). Para evaluar si un transcrito particular de BDNF es destinado a dendritas hemos realizado un estudio de hibridación in situ no radioactiva utilizando ribosondas específicas para cada exón 5´UTR e inmunocitoquímica del marcador dendrítico Map2, en cultivos de neuronas hipotalámicas. Los transcritos I, II y III se localizan somáticamente, mientras que el transcrito IV es el único que presenta localización dendrítica. Además, la localización dendrítica del exón IV es regulada por la actividad glutamatérgica junto con la inmunoreactividad para dicho factor en dendritas. El patrón diferencial de distribución subcelular se repite en cultivos primarios de hipocampo, donde hemos observado que la destinación dendrítica del exón IV es más pronunciada en etapas tempranas del cultivo. En el hipocampo de rata adulta, por su parte, los diferentes transcritos muestran escasa localización dendrítica. Sin embrago, en ratas tratadas con drogas epileptogénicas (Kainato o Pilocarpina), el exón IV se desplaza a dendritas, mientras que los otros se mantienen somáticos. Estos resultados muestran una localización dendrítica específica del exón IV de BDNF, característica de etapas tempranas de desarrollo o bajo tratamiento epileptogénico en adulto. Esta característica del exón IV permitiría comenzar a asociar este transcrito particular con la formación o reestructuración de circuitos neuronales.

SII02

SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR NEUROTROFINAS. ASPECTOS MOLECULARES CELULARES Y FISIOLÓGICOS. (Signaling mediated by neurotrophins. Molecular, cellular and physiological aspects) María Mercedes Echarte1, Luciana Bruno2, Donna Arndt-Jovin3, Thomas Jovin3 Lía I Pietrasanta1 1,2Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina, 3 Molecular Biology Department, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry,

El NGF es un factor neurotrófico polipeptídico que actúa fisiológicamente regulando la supervivencia y diferenciación celular de poblaciones de neuronas específicas del sistema nervioso central  y periférico. In vivo, NGF se une a receptores presentes en axones distales,  que pueden estar ubicados hasta a un metro de distancia del soma neuronal, e inicia una cascada de señales que se propaga a lo largo del axón desde el terminal nervioso hasta el núcleo celular. Entre las hipótesis que intentan explicar la propagación de esta señal la del “endosoma de señalización” es la más ampliamente aceptada. Las acciones del NGF son mediadas por sus receptores, p75 y TrkA. Varios autores han descrito el transporte retrógrado de los complejos TrkA-NGF y p75-NGF en endosomas de señalización formados a través de la endocitosis mediada por clatrina. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual los complejos NGF-receptor son capaces de transmitir su señal es aún tema de discusión. El objetivo de este trabajo es estudiar la cinética y mecanismo de transporte retrógrado del NGF a nivel de moléculas únicas, mediante el uso de sondas específicas y métodos de microscopía cuantitativa. La internalización y tráfico del NGF dentro de las células es monitoreada usando NGF acoplado a biotina y unido a quantum dots (QDs) bioconjugados con estreptavidina. QDs son nanopartículas fluorescentes (<20 nm) de cristales semiconductores. Debido a su alta fotoestabilidad y la disponibilidad de una variedad de biomoléculas conjugadas, QDs representan herramientas ideales para la visualización de procesos biológicos en tiempo real y en células vivas. En nuestro laboratorio hemos observado que el complejo NGF-QD se une específicamente a la superficie de células PC12 y es lentamente internalizado cuando el seguimiento de las partículas marcadas se hace a temperatura ambiente. Hemos podido caracterizar la cinética del transporte retrógrado de estos complejos a nivel de moléculas únicas en axones de células vivas.  El movimiento de las partículas resultó no uniforme, con períodos alternados de avance neto, retroceso y reposo.  Sólo 10 al 35% de las partículas se transportan en forma retrógrada, siendo la velocidad media de este transporte de 78 nm/s, mientras que el resto permanece inmóvil o fluctúa ligeramente alrededor de una posición inicial. El comportamiento de las partículas observado es compatible con el descrito in vivo e in vitro para el transporte de vesículas en microtúbulos facilitado por dineína motor propuesto para el transporte retrógrado de endosomas de señalización conteniendo NGF. Este trabajo se llevó a cabo en el marco de una colaboración con el Dr. Michael Fainzilber, Weizmann Institute of Science, Israel.

SII03

TRÁFICO Y PROCESAMIENTO DEL RECEPTOR DE NEUROTROFINAS P75 EN LA RUTA ENDOCÍTICA NEURONAL. IMPLICANCIAS PARA LA SEÑALIZACIÓN RETRÓGRADA DE NEUROTROFINAS. (Trafficking and processing of the neurotrophin receptor P75 in the neuronal endocytic pathway. Implications for the neurotrophin retrograde signaling) Francisca Bronfman, María Soledad Urra, Claudia Escudero, Patricio Ramos, Fernanda Lisbona, María Paulina Covarrubias, Willem Annaert#. Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad Católica de Chile # Flanders Institute for Biotechnology (VIP) Center for Human Genetics, Catholic University of Leuven, Belgium
Las Neurotrofinas tienen funciones importantes durante el desarrollo y mantención del sistema nervioso. Las células post-sinápticas, secretan a las neurotrofinas y estas, en el terminal presináptico, unen a su receptor y la señalización neurotrófica tiene que llegar hasta el cuerpo celular para iniciar la transcripción génica. A la fecha, existe un número considerable de datos experimentales que apoyan la idea de que los receptores tirosina quinazas (trks), para neurotrofinas, forman endosomas de señalización que llevan la señal retrógrada. Sin embargo, pocos estudios han abordado este punto para el receptor general de neurotrofinas p75 (p75). Una posibilidad es que similar a trks, p75 viaja en el axón en endosomas asociado a un complejo de señalización. Otra posibilidad es que p75 sea procesado proteolíticamente en el terminal y sea un fragmento soluble de p75 que viaje asociado a motores moleculares llegando al terminal y translocandose al núcleo. A diferencia con los receptores trks, p75 es procesado por una metaloproteasa generando un fragmento carboxilo terminal (p75CTF) asociado a la membrana plasmática. Este último, es sustrato de la gamma-secretasa (que produce un corte proteolítico intra-membrana) generando un fragmento soluble (p75ICD) con capacidades de señalización. p75 es un receptor que se internaliza en endosomas de reciclaje y el complejo gamma-secretasa también ha sido localizado en endosomas en el axón, por lo tanto el endosoma de reciclaje del terminal podría tener un rol en el procesamiento de p75. Usando células PC12 como modelo de tráfico endócitico en el terminal, hemos estudiado el procesamiento de p75. En PC12 tratadas con un activador de metaloproteasas (PMA) se genera el p75CTF siendo este procesado de manera dependiente de gamma-secretasa. NGF (activa TrKA y p75) pero no BDNF (activa p75) genera la producción de p75ICD de manera dependiente del tiempo y consistente con la cinética de internalización del receptor. Usando fraccionamiento subcelular encontramos que en células tratadas por 2 hs con NGF, el fragmento p75CTF está enriquecido en endosomas al igual que PS1 y Nicastrina, components del complejo gamma-secretasa. Más aún, en membranas endosomales, tratadas a 37ºC, se genera el p75ICD de una manera dependiente de la actividad del complejo gamma-secretasa, sugiriendo fuertemente que p75 se procesa en endosomas. Consistente con un rol del procesamiento de p75 en la señalización neuronal, p75 se procesa en neuronas hipocampales y se internaliza en endosomas junto con marcadores de balsas lipídicas y tráfico retrógrado (GM1) evitando la ruta de degradación lisosomal. Estos datos apuntan a la vía endocítica como una plataforma de tráfico, señalización y procesamiento del receptor p75 y apoya la idea  de que el procesamiento de p75 puede ser un mecanismo importante de señalización a lo largo del axón. (FONDECYT 1040799, Centro FONDAP para BioMedicina, Fundación Andes and Flemish-Chilean International Agreement).

SII04

CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN Y LA ACTIVIDAD DE BDNF EN EL CEREBRO DE ANIMALES QUE PADECEN DETERIORO COGNITIVO DEBIDO A PATOLOGÍAS TIROIDEAS. (Expression changes and BDNF activity in the brain of animals with cognitive impairment due to thyroidal pathologies) Claudia Riedel, Angela Gianini, Claudia Cortes, Cindy Jadue, David Naranjo, Floria Pancetti, Sergio Mora. Departamento de Ciencias Biológicas. Universidad Andrés Bello
Las hormonas tiroideas T3 y T4 son fundamentales para el sistema nervioso central (SNC), tanto para su adecuado desarrollo como para el funcionamiento apropiado de éste durante toda la vida del individuo. Cambios en los niveles de estas hormonas es causante de daño cognitivo el cual se evidencia desde disminución de la capacidad aprendizaje hasta retardo mental severo. Los mecanismos moleculares que subyacen a la compleja acción de las hormonas tiroideas sobre las capacidades cognitivas aun no han sido dilucidados. El principal mecanismo de acción de las hormonas tiroideas es la activación o represión de la expresión génica de determinadas proteínas neuronales. Entre las principales proteínas que regulan las hormonas tiroideas se encuentran el factor de crecimiento neuronal derivado de cerebro (BDNF) y su receptor tirosina kinasa B (TrkB). BDNF es una neurotrofina y como tal participa como factor de crecimiento el cual es fundamental para la diferenciación neuronal y la regeneración de neuronas dañadas. Además BDNF participa en procesos de plasticidad sináptica y sobreviva neuronal. Debido a que BDNF actúa localmente en la regulación de procesos neuronales, nosotros pensamos que estas moléculas pueden ser mediadoras de la acción de las hormonas tiroideas en el cerebro. Nosotros hemos utilizado dos modelos experimentales para evaluar esta hipótesis. El primer modelo consiste en causar específicamente disminución de la T4 materna (patología conocida como hipotiroxinemia materna) durante la gestación. Hemos observado que esta progenie una vez adulta presenta deterioro cognitivo. Correlativamente a este deterioro cognitivo estos animales presentaron aumento en la expresión de TrkB pero no de BDNF en el telencéfalo. Específicamente se observó aumento significativo en el contenido de TrkB en la densidad postsináptica (DPS) de las neuronas del telencéfalo. Interesantemente, análisis de inmunohistoquímica de TrkB mostró un aumento significativo en la expresión de TrkB en el area CA3 del hipocampo. Nuestro segundo modelo experimental consiste en causar hipotiroidismo al animal adulto. Se ha descrito que tanto en humanos como en animales el hipotiroidismo causa deterioro en procesos de aprendizaje y memoria. Nosotros hemos encontrado un aumento significativo en la expresión de BDNF y en el contenido de TrkB en la DPS del telencéfalo de ratas hipotiroideas y hemos observado en nuestros experimentos de voltaje clamp una acción inhibitoria de BDNF sobre la actividad del receptor de NMDA. Efecto opuesto a lo observado en DPSs provenientes de animales normales. Nuestros resultados apoyan a BDNF y su receptor TrkB como parte de los mecanismos moleculares que subyacen a la acción de las hormonas tiroideas en el SNC. La dilucidación de estos mecanismos puede contribuir con estrategias para revertir este daño cognitivo considerado hasta ahora irreversible. FONDECYT #1040349

SIMPOSIO III

OSCILACIONES Y SINCRONÍA NEURONAL EN SISTEMAS SENSORIALES

SIII01

OSCILACIONES, SILENCIO Y ESTADOS CORTICALES EN EL SISTEMA AUDITIVO. (Oscillations, silence and cortical states in the auditory system) Paul H Delano, Elizabeth Pavez, Luis Robles, Pedro E Maldonado. Programa de Fisiología y Biofísica. Facultad de Medicina. ICBM. Universidad de Chile.

Las oscilaciones neurales se han encontrado en diversos sectores del cerebro de mamíferos. Fueron descubiertas en el sistema olfatorio y se han correlacionado con la presentación de estímulos.  Las oscilaciones reportadas en el sistema auditivo se pueden clasificar en dos grupos: (i) Oscilaciones inducidas de alta frecuencia (>30 Hz) y (ii) Oscilaciones espontáneas e inducidas de baja frecuencia (<20 Hz).  Las implicancias funcionales de las oscilaciones en el sistema auditivo son desconocidas.  En este trabajo reportamos la incidencia de la actividad oscilatoria en la corteza auditiva de chinchillas anestesiadas (Ketamina 20 mg/Kg y Acepromacina 0,7 mg/Kg) y su relación con el período de silencio que precede a la estimulación. Utilizamos tetrodos para registrar el potencial de campo de la corteza auditiva izquierda de seis chinchillas. Tonos y clics fueron  generados digitalmente (Tucker-Davis-Technologies III) y presentados a diferentes tasas (0,2-20 Hz) y niveles de presión de sonido a través de un tubo conectado y sellado al conducto auditivo externo derecho. Encontramos oscilaciones de 8-20 Hz  relacionadas a la presentación de estímulos en el 64 % de los registros. Las oscilaciones aparecen 200 a 250 ms después del inicio del estímulo y fueron de mayor tamaño y estabilidad cuando el estímulo era precedido de cinco segundos de silencio. No hubo oscilaciones  cuando el estímulo era precedido de menos de 500 ms de silencio.  Estos resultados muestran por primera vez la presencia de oscilaciones en la corteza auditiva de la chinchilla y además demuestran que la duración del período de silencio que precede a la presentación de un estímulo es crucial para la presencia de estas oscilaciones.  Financiado por FONDECYT 1020970, Iniciativa Científica Milenio ICM P01-007F, Beca Postgrado CONICYT  a PD y Beca PG-42-2004.

SIII02

EPISODIOS DE SINCRONÍA  EN LAS RESPUESTAS NEURONALES VISUALES DEL NÚCLEO ROTUNDUS DE LA PALOMA (COLUMBA LIVIA). (Synchronyy episodes in the responses of visual neurons of the nucleus rotundus of the pigeon) Jorge Mpodozis, Patricio Ahumada, Nelson Cortés, Tomás Ossandón, Susana Vargas, Gonzalo Marín, Juan Carlos Letelier. Laboratorio de Neurobiología y Biología del Conocer. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile

Las oscilaciones de potencial local en un amplio rango de frecuencias son un fenómeno conspicuo en la mayoría de los sistemas neuronales. Se ha propuesto que estas oscilaciones, y los eventos de sincronía neuronal asociados a ellas, permitirían direccionar el flujo de actividad neuronal y/o constituirían un código temporal de representación de eventos, posibilitando la segregación de ensambles neuronales en poblaciones simultáneamente co-activadas. En este estudio se describen eventos oscilatorios y de sincronía neuronal en el núcleo rotundus de la vía visual tectofugal de la paloma, discutiendo su posible significado funcional en una red que, debido a su compleja organización anatómica, presenta una enorme superposición de actividad simultánea en respuesta a los estímulos visuales. Dentro del sistema tectofugal de aves, la vía tectorotundal esta formada por varias proyecciones paralelas, cada una de las cuales inerva una distinta subdivisión del núcleo rotundus. Las proyecciones tectorotundales son altamente convergentes, y se organizan según  un arreglo espacial interdigitado, no retinotópico. Las células rotundales son en su mayoría sensibles a movimiento, y presentan campos receptivos muy extensos (>100°) y traslapados entre si. En este trabajo hemos estudiado, mediante registros extracelulares, la correlación temporal de las respuestas neurales gatilladas por un mismo estímulo visual en  hasta cuatro locus rotundales separados. Escogimos como estímulos visuales, pequeños círculos luminosos moviéndose, en distintas direcciones y velocidades, por subsectores de la zona común de los campos visuales de las unidades registradas. Encontramos que la mayoría de las unidades rotundales tiene un perfil de respuesta complejo, formado por descargas de espigas asociadas a un potencial lento oscilatorio (alrededor de 30Hz), que aumenta de amplitud durante la estimulación. En un alto porcentaje de los casos estudiados (80%), unidades registradas simultáneamente desde locus separados por hasta 700 micrones, fueron claramente coactivadas por un estimulo visual común. Durante la coactivación fue posible detectar claros episodios de descarga sincrónica. Estos episodios duraban entre 15% y 100% del periodo de estimulación, y fueron mas frecuentemente observados entre pares de unidades cercanas. Los episodios sincrónicos ocurrieron frecuentemente asociados al inicio y/o final de la estimulación, aun cuando en una fracción importante de casos, ocurrieron asociados a la estimulación de subsectores de la zona estimulada. Estos resultados indican que la presentación de un estimulo visual en movimiento resulta, en el núcleo rotundus,  en la coactivación de un conjunto numeroso y distribuido de neuronas, y en la sincronización de un conjunto discreto y localizado de ellas. Los resultados también sugieren que la posición de ese ensamble sincrónico puede estar asociada dinámicamente con la posición espacial del estímulo.

SIII03

OLFACTORY BULB OSCILLATIONS ARE DEPENDENT ON THE RESPIRATORY CYCLE, OLFACTORY STIMULUS AND EARLY OLFACTORY EXPERIENCE. (Oscilaciones del bulbo olfatorio dependientes del ciclo respiratorio, del estímulo olfatorio y de la experiencia olfatoria temprana) María de la Luz Aylwin, Pedro Maldonado. CENI y Fisiologia y Biofisica. Universidad de Chile.

Local field potential (LFP) oscillations in the mammalian olfactory bulb (OB) were first described by Adrian (1950). Gamma band oscillations (γ, 35-100 Hz) are associated to local mitral/granule cells reciprocal connectivity and they are involved in olfactory coding, discrimination and learning of odorants. Conversely, the source of the β band (β, 10-35 Hz) oscillations has not been clearly established. A unique aspect of the OB is that the inhibitory connectivity depends on sensory experience throughout the lifespan of the organism. Thus, it constitutes an excellent model to study the γ and β oscillations dependence of inhibitory connectivity. It is known that early olfactory sensory deprivation decreases the number of inhibitory neurons in the adult OB and therefore could modify OB oscillations. In this study, we characterized the OB oscillations in both sensory deprived and normal (non-deprived) OBs in freely breathing urethane-anesthetized rats, its relation to the respiratory cycle and olfactory stimulus. On PND1 one nostril was cauterized and re-opened before the recordings. Rats were anesthetized and LFP signals recorded with linear Michigan electrodes. Stimuli were delivered with an olfactometer and the respiratory cycle was measured with a thermocouple. We performed time-frequency analysis of the LFP for each respiratory cycle and compared the spontaneous and stimulus induced LFP recordings from normal and deprived OBs from the same animal. In the absence of odorants, we found γ oscillations locked to the inspiration in a small percentage of sites recorded in the normal OB. In deprived OBs, half of the sites showed a strong γ oscillation at the same location of the respiratory cycle. Furthermore, the power of the oscillations was stronger in the deprived OB. We did not observe β oscillations in the absence of odorants. In the presence of odorants, 2 of the 3 stimulus presented induced a decrease in the γ power. This effect could be observed alone or in combination with the induction of a β oscillation. The modulation of β and γ in the presence of the stimulus was more frequent in the deprived OB. Furthermore, a γ depression was always associated with an increase of , but not the opposite. The linear configuration of the electrode allowed us to simultaneously record from different layers in the OB and we found that γ oscillations were stronger in the granule cell layer. We concluded that γ oscillations could be observed in the absence of stimulus while some odorants could induce a decrease in γ along with the induction of β oscillations. Furthermore, early sensory deprivation causes an enhanced respiratory modulation of the γ oscillations in the absence of odorants and a stronger modulation of the γ and β oscillations during olfactory stimulation..Supported by Fondecyt 1010811, ICM P01-007F.

PANELES

CP1

BDNF REGULATION OF TRANSMITTER RELEASE IN THE STRIATUM AND SUBSTANTIA NIGRA DEPENDS ON THE INTEGRITY OF DOPAMINERGIC NIGRO-STRIATAL PATHWAY: IN VIVO MICRODIALYSIS STUDIES. (Regulación por BDNF de la liberación de transmisor en el estriado y subsantia nigra depende de la integridad de la vía dopaminérgica nigro-estriadal: estudios con microdiálisis in vivo) Abarca J., León C. and Bustos G. Laboratorio de Farmacología-Bioquímica, Depto. de Biología Celular y Molecular, P. Universidad Católica de Chile.

 We have recently reported a late decrease of trkB expression in substantia nigra (SN) zona compacta after partial denervation of the nigrostriatal dopamine (DA) pathway in a rat model of presymptomatic Parkinson’s disease (PD). This “down-regulation” of trkB expression in SN precedes any destruction of DAergic cells in SN.  We have studied  now in vivo the significance  of these findings in the rat  by infusing exogenous  BDNF in the striatum and substantia nigra (SN) and by following the evoked-release of Glutamate, Aspartate , GABA and DA  in these brain structures with microdialysis techniques. BDNF (100 ng/ml) intrastriatal perfusion potentiated K+ (15 mM) -evoked release of Glutamate, Aspartate , GABA and  DA in the striatum . This potentiation was blocked by the co-perfusion with K-252a (100 ng/ml), an antagonist of the trkB receptor. The BDNF-induced effects on transmitter release were no longer observed seven days following partial depletion (20-30%) of DA in the striatum by prior injection of 6-OHDA ( 2 ug ) in the medial forebrain bundle .  Reverse dialysis studies also showed that BDNF potentiated K+ (15 mM)- evoked release of GABA in SN. Our results indicate that BDNF may modulate in vivo the evoked- release of transmitters in the striatum and SN and that this modulation depends on the activity of trkB receptors and on the integrity of the DAergic  nigro-striatal pathway. (FONDECYT, grant # 105- 0981) .

CP2

PAPEL NEUROPROTECTOR DEL RECEPTOR PARA BDNF, TRKB, EN SINAPSIS EXCITADORAS DESPUÉS DE CONVULSIONES. (Neuroprotective role of the BNDF receptor, TRKB, in excitatory synapses after convulsions) Ampuero, E.1, Sandoval R.1, Viedma, A.1, Marengo, J.J.2, Orrego F.1, Dagnino-Subiabre3, A., Wyneken, U.1 1Laboratorio de Neurociencias, Universidad de los Andes; 2ICBM, Universidad de Chile, 3Pontificia Universidad Católica de Chile.
Actualmente, se discute si la secreción de la neurotrofina BDNF que se gatilla después de convulsiones actúa como neuroprotector o estimula la epileptogénesis. Por ello, estudiamos la expresión de TrkB y su localización en el telencéfalo de ratas después de convulsiones. Además, estudiamos el efecto de TrkB sobre corrientes glutamatérgicas tipo NMDA en las sinapsis. Se indujeron convulsiones por inyección intraperitoneal de ácido kaínico. La expresión de TrkB disminuyó en telencéfalo cuando se midió por Western blot 1, 3 y 7 días después de convulsiones. Estos resultados se correlacionaron con pérdida de inmunoreactividad en las neuronas piramidales de la capa V y atrofia dendrítica. En el hipocampo, la inmunoreactividad a TrkB disminuyó en el área CA1, mientras se conservó en giro dentado y CA3. En el área CA1 y en  corteza piriforme se observaron, mediante la técnica de TUNEL, gran cantidad de células apoptóticas. Sin embargo, mediante doble marcaje no se encontró correlacionón entre los cambios de TrkB y apoptosis de células individuales. Mediante fraccionamiento subcelular de telencéfalo, se aislaron densidades postsinápticas (DPS), una estructura que contiene el aparato de transducción postsináptico de las sinapsis excitadoras. El rendimiento de DPS aumentó hasta 3 días después de convulsiones, mientras después de 7 días la obtención de DPS disminuyó a 57%. En contraste, TrkB está aumentado en hasta un 600% en las DPSs, lo que comienza 2 horas después de convulsiones y se mantiene hasta los 7 días. Microtransplantamos DPSs a oocitos de Xenopus siguiendo la técnica de Miledi, para registrar corrientes mediadas por el receptor NMDA (R-NMDA) y estudiar su regulación por TrkB. BDNF potenció al R-NMDA en el 28% de los oocitos inyectados con DPS control, lo que fue dependiente de TrkB. Sin embargo, en el 100% de los oocitos que contenían DPSs post-convulsiones, BDNF inhibió al R-NMDA en forma dependiente de TrkB. Concluímos que después de convulsiones, TrkB se inserta masivamente en DPSs y se mantiene alto incluso después de una semana, cuando el bajo rendimiento de DPS refleja daño neuronal y retracción dendrítica. Además, TrkB inhibe al R-NMDA lo que interpretamos como un mecanismo homeostático que contribuiría a la protección de las sinapsis que sobreviven a las convulsiones, previniendo la excitotoxicidad que se produce por sobreestimulación glutamatérgica en un cerebro epiléptico. Nuestros resultados permiten comprender mecanismos involucrados en la neuroprotección mediada por BDNF/NMDA. Fondecyt1020257; U.de los AndesMED002-04, Farmacias Cruz Verde.

CP3

EFECTOS DE LOS GLUCORTICOIDES Y DEL ANTIDEPRESIVO DESIPRAMINA SOBRE LOS NIVELES DEL RECEPTOR A GLUCOCORTICOIDES Y CREB EN HIPOCAMPO. (Effects of the glucocorticoids and the antidepressants desipramine on the levels of the receptor for glucocorticoids and CREB in the hyppocampus) Andres S., 1Araya D., 1Ulloa JL., 1,2Araneda K., 1,2 Parra C. y 1 Fiedler JL . 1 Facultad de Ciencias Químicas y Farmaceúticas. Universidad de Chile. 2 Universidad Iberoamericana de Ciencias y Tecnología.

En situaciones de estrés, se produce liberación de glucocorticoides (GCs) desde la glándula adrenal mediado por la activación del eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal (HHA). Los GCs ejercen efectos a nivel del hipocampo, a través de su receptor a glucocorticoides (GR) y participan además en el control inhibitorio del eje HHA. En algunos pacientes con depresión mayor se ha observado una mayor secreción de cortisol, condición restaurada por tratamiento con antidepresivos (AD), efecto quizás mediado por activación de GR. Además, la administración aguda de AD a ratas aumenta la expresión y activación del factor transcripcional CREB que se ha relacionado con aumento en BDNF. Además, el efecto de los AD sobre la expresión de CREB no se observa en animales GR-/-, sugiriendo la participación de GR en este fenómeno. Evaluamos el efecto de la administración crónica de GCs y/o AD desipramina (DMI) sobre los niveles de GR, CREB y BDNF en hipocampo de rata. Los animales fueron adrenalectomizados y la corticosterona (Cort) fue administrada mediante bomba ALZET. Los animales fueron inyectados con salino o DMI (10 mg/Kg) por 14 días. Los resultados se compararon con animales inyectados con salino o DMI. La inmunoreactividad nuclear de GR aumentó frente al tratamiento con AD en la región CA1 y CA3, efecto que no se observa por la administración conjunta de Cort y DMI. En los controles, DMI no induce cambios en los niveles de mRNA de GR en hipocampo. La administración crónica de Cort aumenta el mRNA de GR; efecto prevenido por DMI. Los niveles del mRNA de CREB disminuyen en respuesta a DMI ó a Cort y la administración simultánea de Cort-DMI no potencia este efecto. Los niveles del mRNA para BDNF no variaron en el hipocampo frente a los distintos tratamientos. Estos resultados sugieren que la DMI tiene un efecto dual, aumentando la translocación de GR probablemente en una forma inactiva  e inhibiendo la expresión de GR. Por otro lado el AD y Cort disminuyen la expresión de CREB, quizás por una vía relacionada. FONDECYT 1040937

CP4

Efecto de corticosterona sobre la vía ERK-CREB/BDNF-BCL-2 en hipocampo (Corticosterone effect on the ERK-CREB/BDNF-BCL-2 pathway in the hyppocampus) .1,2k. Araneda, 1,2C. Parra, 1JL. Fiedler. 1Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. 2 Universidad Iberoamericana de Ciencias y Tecnología.

El hipocampo reacciona de manera diferencial a los niveles circulantes de glucocorticoides (GCs). El aumento sostenido de GCs induce atrofia dendrítica en la región CA3 del hipocampo e inhibe la neurogénesis a  nivel del giro dentado (GD). La reducción de los niveles de GCs mediante adrenalectomía (ADX) promueve apoptosis e incrementa la neurogénesis. Determinamos el efecto de distintos niveles de corticosterona (cort) sobre la vía neuroprotectora que involucra la fosforilación de ERK, activación del factor transcripcional CREB y la expresión de sus genes blanco, BDNF y la proteína antiapoptótica Bcl-2. Ratas macho Sprague Dawley (200-250g) fueron sometidas a una operación simulada o a una ADX. A estos últimos se les repuso la cort vía sc (30mg/Kg/día) o vía oral (op 16,6 mg/ml). Al quinto día de tratamiento se obtuvieron los cerebros, determinándose el nivel de cort en la sangre. Los animales ADX presentaron niveles bajos de cort. Los animales sham y con reposición hormonal presentaron niveles similares. Mediante inmunohistoquímica (IHQ) se observó en el hilus que la inmunoreactividad para fosfo-ERK aumenta por la cort administrada vía op. Mediante hibridación in situ determinamos que la administración sc de cort reduce significativamente los niveles de mRNA para CREB en el GD. Por IHQ determinamos que el número de células inmunorectivas para fosfo-CREB no cambia frente a la reposición hormonal, sin embargo ésta promueve un aumento significativo en el GD y el área CA4. Determinamos que el cambio en fosfo-CREB no se correlaciona con un aumento en los niveles de mRNA de BDNF en el hipocampo. En contraste, los niveles de mRNA para Bcl-2 se redujeron por la administración sc de la hormona. Mediante IHQ determinamos que la reposición hormonal disminuye tanto el número como la intensidad de células inmunoreactivas para BCL-2. Podemos concluir que la administración de cort promueve un aumento de fosfo-CREB, que no se relaciona con variaciones en los mRNA para BDNF y Bcl-2. Mas aún, se observó una reducción en los niveles de BCL-2 por la administración de cort, quizás aumentando la vulnerabilidad del hipocampo frente a injurias. FONDECYT 1040937 B0100312  

CP5

ESTIMULACION NOCICEPTIVA MENINGEA Y OCULAR COMO MODELO DE MIGRAÑA: ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO Y ELECTROFISIOLÓGICO. (Nociceptive meninxeal and ocular stimulation as a model for migraines: immunohystochemical and electrophysiological study) Barra, R.1, Laurido, C.1, Hödar, M.P.1, Villanueva, L.2, Constandil, L.1 1Facultad de Química y Biología, Universidad de Santiago de Chile. 2Faculté de Chirurgie Dentaire, INSERM, E216, Université D’Auvergne, Francia.

El desarrollo de un modelo animal de migraña es de vital importancia para la comprensión de los mecanismos biológicos implicados en dicha patología así como también para el desarrollo de nuevas drogas o tratamientos. Se ha mostrado que las aferencias que conducen la información nociceptiva de las meninges y de la zona periocular convergen en la zona ventral del núcleo caudal del trigémino, pero se desconoce si las estimulaciones nociceptivas de la meninge y en la zona periocular son equivalentes para la generación de respuestas neuronales en este núcleo, dicha información es necesaria para generar un modelo de dolor tipo migraña. Se estimuló el ojo y la meninge usando aceite de mostaza y se estudiaron la expresión de c-Fos y la actividad neuronal en la zona ventral del núcleo caudal del trigémino. Los resultados preliminares mostraron que la estimulación nociceptiva de la meninge y región periocular aumentan la expresión de c-Fos y activan las neuronas de la zona ventral del núcleo caudal del trigémino, siendo mayor el efecto cuando se estimula el ojo. Se concluye que la estimulación nociceptiva tónica ocular podría utilizarse un modelo apropiado de nocicepción trigeminal (dolor tipo migraña) en la rata. Estas observaciones serán complementadas con estudios de comportamiento.  Fondecyt 1050099 y Ecos/Conicyt C04 S01.

CP6

LOS NIVELES DE ERK1/2-P, CREB-P Y BCL-2 SE ENCUENTRAN AUMENTADOS EN HIPOCAMPO DE ANIMALES SOMETIDOS A UN MODELO DE DEPRESIÓN. (Levels of ERK1/2-P, CREB and BCL-2 are enhanced in the hyppocampus of animals subjected to a model of depression) 1Javier Bravo, 1Sergio Andrés, 2Sergio Mora, 2Gabriela Díaz-Véliz, 3Sandor Arancibia, 1Hernán Lara, 1Jenny Fiedler. 1Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, 2Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 3Universidad de Montpellier, Francia.

En diferentes modelos de estudio para la Depresión, se ha establecido que la vía transduccional ERK1/2-CREB está alterada. Esta vía permite la inducción de BCL-2, proteína con propiedades antiapoptóticas. Es por este motivo que una disminución en la actividad de esta vía se asocia a una pérdida en la neuroprotección. Esta situación se puede mejorar por el tratamiento con antidepresivos, ya que la eficacia de estos fármacos se ha asociado a neuroprotección. En este trabajo se estudió cómo la vía ERK1/2-CREB cambia en un modelo animal con características similares a la depresión. Se usaron ratas macho Sprague-Dawley, las que se sometieron a restricción de movimiento por 2,5h/día x 14días. Otro grupo animales estresados crónicamente recibió diariamente 10mg/kg del antidepresivo Desipramina (DMI) vía ip. Los animales estresados crónicamente presentaron conductas similares a la depresión, que son prevenidas por el tratamiento crónico con DMI. A través de inmunowesternblot de hipocampo completo, se observó que los niveles de ERK1-P y ERK2-P se encuentran aumentados en la condición de estrés crónico, efecto que se previene por el tratamiento con DMI. El CREB-P también aumenta en los animales sometidos a restricción de movimiento, sin observarse una prevención de este aumento por el tratamiento crónico con DMI. Finalmente, los niveles de BCL-2 también están aumentados en la condición de restricción de movimiento, sin modificarse este efecto por el tratamiento crónico con el antidepresivo. Estos datos sugieren: i) que por estrés crónico de restricción de movimiento se activa la vía ERK1/2-CREB, y ii) el tratamiento crónico con DMI previene esta activación; sugiriendo que los antidepresivos ejercen su acción neuroprotectora probablemente a través de la activación de otros factores y/o otras vías de transducción, y no por ERK1/2-CREB. FONDECYT 1040937, Coop. Internac. 7040157 y Dep. Postgrado y Postitulo U. de Chile: Beca PG/86/2004

CP7

PHARMACOLOGY OF AMPHETAMINE DERIVATIVES INVESTIGATED WITH ROTATIONAL BEHAVIOUR AND IN VIVO MICRODIALYSIS. (Farmacología de derivados de anfetamina investigados con comportamiento rotacional y microdiálisis in vivo) 1Bustamante D., 1Romero C., Cornejo M, 1,2Cassels B., 1Herrera-Marschitz M. 1Molecular & Clinical Pharmacology Programme, ICBM, Medicine Faculty, 2Chemical Dept., Sciences Faculty, University of Chile. 
D-amphetamine is a drug used for controlling obesity, narcolepsy and attentional deficit disorders. However, methamphetamine, methylen-dioxy-amphetamine (MDMA) and other analogues have been abused by young people in techno-parties because of their stimulant, hallucinogenic and entactogen effects. We investigated the pharmacological profiles of amphetamine, methoxy-amphetamine, methylen-dioxy-amphetamine and methoxy-methamphetamine with rotational behaviour and in vivo microdialysis in rats. The insertion of a methoxy or a methylenedioxy group on the benzene ring of d-amphetamine or methamphetamine; or N-methylation of the d-amphetamine molecule alters the selectivity of the compounds. The efficacy of the alkoxylated-derivatives on both dopamine and 5-hydroxytryptamine release was similar, but compared to d-amphetamine and methamphetamine, the alkoxylated-derivatives stimulated less dopamine release and produced less rotational behaviour. Furthermore, pre-treatment with the alkoxylated-derivatives decreased the releasing efficacy of K+-depolarization on the release of the investigated neurotransmitters, suggesting an impairment of releasable stores. The present observations enlighten the mechanisms of action of drugs of abuse. Acknowledgements: The excellent technical and secretarial support from J. Santibanez, C. Almeyda and R. Ross is acknowledged. Supported by FONDECYT-Chile (Nº 103-0521).

CP8

BOLDINE NEUROTOXIC EFFECTS ON RAT HIPPOCAMPAL SLICES AFTER IN VITRO OXYGEN-GLUCOSE DEPRIVATION AND INVESTIGATION OF BOLDINE ANTIOXIDANT ACTIVITY. (Efectos neurotóxicos de la boldina en rebanadas de hipocampo de rata después de deprivación de oxígeno-glucosa in vitro e investigación de la actividad antioxidante de la boldina) Melissa Calegaro Nassif, Eduardo Luís Konrath, Katiane Santin, Christianne G. Salbego y Amélia Henriques. Instituto de Ciencias Básicas da Saúde – Dep. de Bioquímica, Faculdade de Farmácia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul – UFRGS.

Cerebrovascular diseases (including ischemic syndromes) are a major cause of mortality and morbidity in middle-aged populations and the elderly, affecting memory, cognition, language and other human qualities. Rat hippocampal slices exposed to oxygen-glucose deprivation (OGD) have been already used to model ischemic events and to investigate mechanisms of cell death.  Boldine, isolated from Peumus boldus, is an alkaloid with remarkable antioxidant activity and was used in order to evaluate its effects on hippocampal slices from Wistar male rats aged 60 days submitted to OGD. 1, 10, 50 and 100 µM boldine was added during the preincubation (15 min), incubation (45 min) and in the recovery period (180 min). Mitochondrial activity was assessed by MTT assay, cellular death was monitored by the lactate dehydrogenase released from slices and lipoperoxidation assessed by the TBARS assay. Data were analysed by ANOVA followed by Tukey multiple range test (p< 0,05). Boldine increased LDH release both in control groups and in POG groups, in all tested concentrations: 1µM and 10 µM (p< 0,01), 50 µM (p< 0,001) and 100 µM. Mitochondrial activity was also diminished to 1µM, 50 µM (p< 0,01) and 100 µM (p< 0,05). However, boldine prevented lipoperoxidation in the presence of 50 µM boldine, as compared to control and ischemic slices. These results suggest that OGD in rat hippocampal slices have induced cell LDH release, diminished mitochondrial viability and reduced lipoperoxidation.  Finantial Support: Capes, CNPq.

CP9

La Quinasa c-Abl Modula la Fosforilación de tau Inducida por Fibras Amiloides. (c-ABL kinase modulates  tau phosphorylation induced by amiloyd fibers) Paula U Castro, Alexis Martinez y Alejandra R. Alvarez. Laboratorio de Señalización Celular, Depto. Biología Celular y Molecular. Facultad de Ciencias Biológicas. P.  Universidad Católica de Chile. 

Una de las características histopatológicas de la enfermedad de Alzheimer es la presencia de agregados intracelulares formados por la proteína tau hiperfosforilada. Las quinasas cdk5 y GSK-3 han sido señaladas como las principales quinasas involucradas en la hiperfosforilación de tau, sin embargo, se desconocen los eventos que regulan su actividad en neuronas enfrentadas a fibras de péptido -Amiloide (A). Recientemente en nuestro laboratorio hemos demostrado que la quinasa c-Abl se activa en neuronas expuestas a fibras de péptido A y se ha descrito que c-Abl modula a la quinasa cdk5 durante la extensión de neuritas. En nuestro laboratorio hemos observado que en  neuronas de hipocampo en cultivo, el STI571, un inhibidor específico de la actividad quinasa de c-Abl, previene la re-localización de la proteína tau fosforilada hacia el compartimiento somatodendrítico, inducida por fibras de péptido A. Consistente con esta observación, hemos observado por ensayos de Western Blot que neuronas tratadas con péptido A presentan un incremento de los niveles de tau fosforilada, mientras que el co-tratamiento con el inhibidor STI571 previene dicha fosforilación. Estos antecedentes sugieren que la quinasa c-Abl podría participar en los eventos que llevan a la fosforilación de la proteína tau en procesos neurodegenerativos. Fondecyt Nº 1040782. 

CP10

QUERCETINA Y MECANISMOS DE TOXICIDAD DEL PÉPTIDO β-AMILOIDE. (Kercetine and mechanisms of toxicity of the β-amiloyd peptide) Cerpa W., Quintanilla RA. e Inestrosa NC. Centro FONDAP de Regulación Celular y Patología Joaquin V. Luco (CRCP), MIFAB, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.
El péptido  amiloide (A) es el principal actor en la enfermedad de Alzheimer. A pesar de lo extenso de los estudios aún no se logra dilucidar completamente los mecanismos de neurotoxicidad del A. Esto debido entre otras razones a que los blancos moleculares pueden ser varios. Entre estos podemos tener la interacción del péptido con proteínas de membrana y la disfunción de vías de señalización, como la vía Wnt. Además el péptido  puede inducir el aumento de especies radicalarias de oxigeno (EROS) y de la toxicidad que lo acompaña. Uno de estos efectos es el aumento desmedido de calcio intracelular que lleva a la muerte de la neurona. En este estudio presentamos resultados que indican que Quercetina, un conocido antioxidante, protege muy eficientemente frente a la toxicidad de H2O2 , sin embargo, lo hace de manera parcial frente al Aen ensayos de sobrevida de MTT en neuronas hipocampales de rata. Este efecto correlaciona positivamente con los niveles de calcio intracelulares. Los niveles de -catenina (el principal actor de la vía de señalización Wnt) disminuye en respuesta a H2O2 y A, y dicha disminución es revertida por Quercetina. Se analizaron también los niveles de EROS. El efecto diferencial de Quercetina puede ser de gran utilidad para disecar los mecanismos moleculares mediante los cuales el Aafecta a las células neuronales. Según nuestras observaciones, Quercetina sería capaz de prevenir los efectos tóxicos del péptido A asociados a la producción de EROS,  pero no a otros blancos del A, como la desregulación de vías de transducción de señales inducida por la interacción del péptido con proteínas de membrana.

CP11

MATURATION OF THE GABAERGIC CURRENTS AND ITS ROLE IN THE REGULATION OF THE CRITICAL PERIOD. (Maduración de las correintes gabaérgicas y su papel en la regulación del período crítico) Juan Fco. Codocedo, Carlos Rozas, Floria Pancetti y Bernardo Morales. Laboratorio de Neurociencias, Departamento de Biología, Facultad de Química y Biología, Universidad de Santiago de Chile.

Sensory experience in early life shaped the cortical connectivity in the mammalian brain. Long-term potentiation (LTP) and long-term depression (LTD) are two form of synaptic plasticity  and are the compressible models by means of which it is possible to be carried out the synaptic plasticity. In rat the induction of LTP/LTD in layer 2/3 and layer 4 have a critical period of around 5 weeks, however the cellular and molecular mechanisms that initiate and eventually end this critical period are still subject of debate. We study the correlation between the electrical activity with structural changes and modulation of GABAA receptor during development. Acute visual cortex slices (300 um), obtained from  1-8 week-old Long Evans rats were maintained in a storage chamber containing artificial cerebrospinal fluid for 1 hour before recording. Field EPSPs and GABAergic whole cell currents were evoked by electrical stimulation with electrodes localized on the white matter and recorded from layer 2/3 and layer 4, respectively. LTP and LTD were induced  either after tetanic or low frequency stimulation and GABAergic currents by single pulses. After the electrophysiological experiments, slices were frozen and analyzed by inmunoblotting. The results obtained at -80 mV in the presence of CNQX and APV, show that IPSCs recorded in cells from 3 weeks was lower than cells of 5 weeks. Moreover, a reduction in the magnitud of LTP (Mann-Whitney U test, Z=1.98, p<0.05) and LTD (Z=-1.96, p<0.05)was age-dependent being easier to induce plasticity in 3 week old rats than in rats older than 5 weeks. Interestingly, we found that the expression of GABAA receptor γ2 subunit is higher in 3 week old than in 5, 6 and 8 weeks old rats. Also found that (1 subunit no change during the critical period, however the phosphorylation state of (1 subunit  increase from 8 days postnatal (pn) to reach a maximal to the 15 days pn and remain stable until to 23 days pn, to slowly decay by 31 days pn. The evidence suggests that structural changes of the GABAA receptor subunits and their modulation could play an important role in established the critical period for plasticity in visual cortex. FONDECYT 1030220.

CP12

POSIBLES SITIOS CORTICALES PARA ACCIÓN DE DROGAS ANTI-MIGRAÑOSAS: ESTUDIO DE PROYECCIONES CORTICO-TRIGEMINALES Y CO-LOCALIZACION DE CGRP Y RECEPTORES 5HT1B. (Possible cortical sites for the action of antimigrain drugs: study of cortico-trigeminal projections and colocalization of CGRP and 5HT1B receptors) Constandil, L.1, Noseda, R.2, Monconduit, L.2, Villanueva, L.2  1Facultad de Química y Biología, Universidad de Santiago de Chile. 2Faculté de Chirurgie Dentaire, INSERM, E216, Université D’Auvergne, Francia.

Agonistas de receptores de serotonina del subtipo 1B(5-HT1B) y antagonistas del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) muestran gran eficacia en alivio de los dolores tipo migraña. A pesar que algunas evidencias sugieren que estos fármacos actúan a nivel periférico, es decir inhibiendo el proceso de inflamación neurogénica en las meninges, no se puede descartar un efecto en el sistema nervioso central. Postulamos que las neuronas corticales que proyectan al núcleo caudal del trigémino (NCT), podrían ser blanco de los agonistas 5-HT1B y antagonistas de CGRP. Identificamos las neuronas corticales que proyectan al NCT (usando tetrametil rodamina) y estudiamos la co-localización de estas neuronas con CGRP y receptores 5-HT1B (mediante inmunohistoquímica). Nuestros resultados preliminares mostraron que dos subgrupos de neuronas ubicadas en la corteza sensorial S1 y en la corteza insular proyectan hacia el NCT. Los estudios de co-localización indican que las neuronas de la corteza S1 expresan receptores para 5-HT1B, mientras que las neuronas de la zona insular interactúan con fibras que contienen CGRP. Estos resultados concuerdan con la hipótesis que neuronas corticales podrían ser sitios de acción de drogas antimigrañosas como agonistas 5-HT1B y antagonistas de CGRP. Fondecyt 1050099 y Ecos/Conicyt C04 S01.

CP13

INACTIVACIÓN REVERSIBLE DE LA CORTEZA INSULAR SUPRIME EL CRAVING POR ANFETAMINA EN RATAS ADICTAS. (Reversible inactivation of the insular cortex suppresses craving by amphetamine in addicted rats) Marco Contreras, Francisco Creic, Paula Farías y Fernando Torrealba. Departamento de Fisiología, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

La Corteza Insular es una región del cerebro anterior involucrada en la percepción sensorial interoceptiva y gustatoria. Estudios recientes han reportado un aumento de la actividad neuronal de la corteza insular en individuos adictos, que se correlacionó positivamente con “craving” (deseo compulsivo) por droga. Sin embargo, se desconoce el rol de la corteza insular en la neurobiología del “craving”.En este estudio, evaluamos el efecto de la inactivación reversible de la corteza insular sobre la preferencia de lugar condicionada (como medida de “craving”) por anfetamina. Se implantaron cánulas crónicas bilaterales en la corteza insular de ratas macho, para microinyectar un bloqueador de canales de sodio sensibles a voltaje (2% lidocaina, 1 (l por lado) o vehículo. Las ratas fueron sometidas a un protocolo de adicción y condicionamiento a lugar. En un laberinto en T, uno de dos compartimientos fue pareado con anfetamina (1.5 mg/Kg, i.p. administrado c/2 días por 10 días) y el otro con vehículo (salino c/2 días por 10 días alternado con droga o salino). Antes y después del protocolo de adicción se registró la preferencia de lugar, y la actividad locomotora como indicador de sensibilización conductual inducida por la droga. El condicionamiento con anfetamina aumentó significativamente la actividad locomotora y la preferencia por el compartimiento pareado con droga. La inactivación de la corteza insular suprimió reversiblemente la preferencia de lugar en ratas adictas, ya que en un test hecho al día siguiente, en que no se inactivó la corteza insular, las ratas adictas volvieron a preferir el compartimiento pareado con anfetamina. Proponemos un rol clave de la corteza insular en la generación del “craving” por anfetamina en ratas adictas a esta droga. Financiado por DIPUC.

CP14

EN EL HIPOTIROIDISMO BDNF INHIBE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE NMDA. (BDNF inhibits NMDA receptor activity in hyperthyroidism) Cortes C., Jadue C., Noches V., Gallo S., Naranjo D. y Riedel C.. Departamento de Ciencias Biológicas, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad Andres Bello.

El hipotiroidismo genera deterioro de las capacidades cognitivas. Se desconocen las bases moleculares que subyacen a este daño. Hay evidencias que indican la participación del receptor de NMDA (N-metil-D-Aspártico) y de la neurotrofina BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) en los procesos cognitivos. Dirigidos a estudiar estas moléculas y su actividad en el hipotiroidismo generamos ratas hipotiroideas mediante la administración de propiltiouracil. En el hipocampo encontramos aumento de un 50% en la expresión de BDNF, 30% de su receptor TrKB y 20% de la subunidad NR2A/B del receptor de NMDA. Además, se encontró un 30% de disminución en el contenido de estas proteínas en la densidad postsináptica (DPS). Para analizar la actividad del receptor de NMDA se realizaron, por voltaje clamp, registros de corrientes macroscópicas en ovocitos de Xenopus laevis inyectados con DPSs del telencéfalo de animales hipotiroideos o controles. Se encontró que BDNF inhibe en un 50% la actividad del receptor de NMDA proveniente de DPSs de animales hipotiroideos. Nuestros resultados sugieren que los cambios estructurales sufridos en la DPS por el hipotiroidismo modifica la acción de BDNF y TrkB sobre el receptor de NMDA. Este cambio en la actividad del receptor de NMDA podría formar parte de los mecanismos moleculares que subyacen al deterioro cognitivo generado por el hipotiroidismo. FONDECYT 1040349

CP15

ESTUDIO ELECTROENCEFALOGRÁFICO DE LA ORIENTACIÓN ATENCIONAL VISUO-ESPACIAL EN HUMANOS. (Electroencephalographic study of visual-spacial attentional orientation in humans) Diego Cosmelli1, Javier Lopez-Claderon1, Francisco Zamorano1, Jean-Philippe Lachaux2, Jacques Martinerie3 & Francisco Aboitiz1. 1Departamento de Psiquiatría, Pontificia Universidad Católica de Chile. 2 INSERM U280, Lyon, Francia.3 LENA CNRS UPR640, Paris, Francia.

La atención es un proceso cognitivo complejo mediante el cual dinámicamente seleccionamos entre la multiplicidad de objetos que enfrentamos diariamente. Sean estos objetos parte del mundo externo, sentimientos corporales o incluso una idea pasajera, continuamente nuestra atención salta entre ellos, los toma y los deja ir, solo para repetir este ciclo una y otra vez. Tradicionalmente, los estudios de orientación voluntaria de la atención tienden a concentrarse en los procesos cerebrales que ocurren entre la presentación de una señal que indica hacia donde debe el sujeto atender y la aparición del estimulo correspondiente. Aquí, en cambio, nos hemos interesado en explorar la integridad del ciclo atencional (mover-tomar-soltar o “shift-engage-disengage”) estudiando los registros electroencefalográficos (NuAmps NeuroScan) de sujetos voluntarios durante una tarea visuo-espacial simple. Los sujetos reciben una señal central que indica que deben atender de manera implícita (sin movimientos oculares) a una de dos regiones espaciales posibles donde puede o no aparecer un estimulo “blanco”, y responder mediante un botón si esto ocurre. Alternativamente, un estimulo “neutro” puede aparecer y en ese caso el sujeto debe volver a atender al centro a la espera de la señal siguiente, sin responder. Hemos utilizado una estrategia de análisis en tiempo-frecuencia mediante ondeletas para analizar la respuesta electroencefalográfica en la condición neutra, donde el ciclo mover-tomar-soltar de la atención visuo-espacial ocurre sin contaminación por componentes motores. Un patrón distribuido que involucra frecuencias alfa (8-12 Hz) y beta (12-25 Hz) aparece selectivamente al momento en que el sujeto orienta activamente su atención en el espacio, en comparación al periodo de expectación (atención sostenida). Creemos que este acercamiento experimental que revela la integridad del ciclo atencional y los resultados presentados aquí pueden contribuir a una mejor comprensión de los procesos cerebrales complejos involucrados en la orientación de la atención visuo-espacial en humanos.

CP16

LA ATENCIÓN VISUOESPACIAL MODULA LA SENSIBILIDAD COCLEAR. (Visual-spacial attention modulates cochlear sensitivity) Paul H Delano, Diego Elgueda, Carlos M Hamame, Luis Robles. Programa de Fisiología y Biofísica. ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

A pesar de la gran relevancia anatómica del sistema eferente auditivo, su función es aún desconocida y controversial. En este trabajo registramos la actividad eléctrica aferente de la cóclea de chinchillas entrenadas en una tarea de discriminación visuoespacial.  A las chinchillas se les presentó una clave neutra (luz central) que precede la aparición de una de dos luces laterales (estímulo blanco) que debían discriminar presionando una palanca localizada debajo de cada luz lateral. Simultáneamente se presentaron estímulos auditivos irrelevantes (clics y tonos). Para estudiar el potencial microfónico coclear utilizamos un estímulo compuesto en el cual se presentaba un clic y con 40 ms de retraso un tono. Después de que las chinchillas alcanzaron un criterio (>80 % precisión), fueron crónicamente implantadas con un electrodo en la ventana redonda (100 um).  Los potenciales de la ventana redonda fueron registrados diariamente (100-200 ensayos) en cinco chinchillas implantadas exitosamente mientras realizaban la discriminación visuoespacial.  En todas las chinchillas encontramos una reducción de la amplitud del potencial compuesto del nervio auditivo (CAP) durante la presentación de la clave neutra. En dos chinchillas encontramos un aumento del potencial microfónico concomitante a la reducción del CAP y nunca encontramos una reducción del potencial microfónico simultáneo a la reducción del CAP. En una chinchilla demostramos que la reducción de la amplitud del CAP o el aumento del potencial microfónico no es consecuencia de un movimiento de la cabeza del animal, registrando la presión de sonido del estímulo con un micrófono conectado a un tubo de acero implantado en la misma bulla en la que estaba colocado el electrodo de la ventana redonda.  Finalmente entrenamos chinchillas en una tarea modificada en la que la luz central se presentó en el 70% de los ensayos, mientras que en el 30% restante no se presentó la luz central. En esta tarea modificada el aumento del potencial microfónico y la reducción de la amplitud del CAP se retrasaron en los ensayos sin clave neutra en comparación con el efecto en los ensayos con clave neutra. Estos resultados muestran por primera vez en un animal despierto que la atención visuoespacial reduce la amplitud del CAP concomitante al aumento del potencial microfónico coclear. Así la actividad aferente auditiva puede ser modulada por al atención incluso a nivel de la transducción sensorial. FONDECYT 1020970, Beca Postgrado CONICYT  a PHD y CMH Beca PG-42-2004.

CP17

CO-RELEASE OF ATP AND NA FROM PERIPHERAL SYMPATHETIC NERVES. Co-liberación de ATP y NA desde nervios simpáticos periféricos) M.V. Donoso and J.P. Huidobro-Toro.  Centro Regulación Celular y Patología, Instituto MIFAB, Departamento Fisiología, Facultad Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile.

To ascertain the extracellular role of purines in synaptic transmission and particularly adenosine 5’ triphosphate (ATP) as a sympathetic co-transmitter signal, we deemed fundamental to investigate whether ATP is co-released together with noradrenaline (NA) and neuropeptide Y (NPY) from sympathetic nerve terminals. Methods: We examined two peripheral preparations enriched in sympathetic nerve endings, which can be electrically depolarized to elicit neurotransmitter release.  One such preparation is the rat mesenteric bed, where the sympathetic nerve terminals surrounding the mesenteric artery were electrically depolarized for 1min (20 Hz, 70V) and the neurotransmitter outflow were quantified from the collected microcirculation perfusate. We also examined the prostatic half of the rat vas deferens, whose nerve endings can be electrically depolarized by field stimulation during 1 min (16Hz, 70V) and the transmitter measured in the superfusion media. ATP and related purine derivatives were measured by fluorescence and HPLC separation. NA was quantified by electrochemical detection after HPLC separation. RIA quantified NPY. All 3 neurochemicals were assayed in sample aliquots from the same collecting fluid. Results Electrical nerve ending depolarization elicited the co-release of ATP and NA plus NPY from both preparations. While the time course of ATP and NA was similar in the mesenteric nerve endings, the release of NA was considerably delayed from ATP in vas deferens.  These differences in the time course of overflow might indicate different rates of transmitter diffusion from the tissues. In both cases, the net outflow of ATP was 4-10 times larger than the outflow of NA; the fractional NA released from the mesentery nerve endings was 1.1%, that of ir-NPY was 0.25%, confirming NPY’s modulator role. Conclusions. Electrical nerve ending depolarization elicits the overflow of extracellular ATP and NA consonant with their proposed co-transmitter role in sympathetic neuroeffector junctions. The much larger release of ATP might be related to its affinity for excitatory postjunctional P2X receptors, highlighting its role in sympathetic co-transmission.  FONDAP 13980001 and MIFAB

CP18

NEURONAL FIRING AND LOCAL FIELD POTENTIAL (LFP) OSCILLATIONS IN THE UNILATERAL SENSORY DEPRIVED OLFACTORY BULB (OB). (Descarga neuronal y oscilaciones de potenciales locales de campo (LFP) en el bulbo olfatorio con deprivación sensorial unilateral) J.I. Egaña,  P.E. Maldonado and M. L. Aylwin. Programa de Fisiología y Biofísica. ICBM. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Early sensory deprivation in the olfactory system decreases the number of inhibitory cells in the adult OB. Therefore, the firing rate of mitral/tufted (M/T) cells and the incidence and power of LFP oscillations could be modified in sensory-deprived OBs. We compared M/T cells firing rates and LFP oscillations along with their modulation by respiration, in both sensory-deprived and normal OB during natural breathing. Left nostrils were cauterized on PND1. were anesthetized with urethane. We recorded single units and LFP signals from adult rats (250-400g, n=3) with Michigan electrodes (16 channels, linear) from 11 (normal) and 9 (deprived) sites). The signal was amplified (10K), filtered and digitized (20 KHz). Filtered air and 3 different odorants (1/100 dilution) were delivered by an olfactometer. Respiration was recorded with a temperature transducer placed in the open nostril. The mean firing rate for 103 (deprived; mean+SE, 28.0+2.2Hz) and 71 (normal; 31.1+2.5Hz) M/T cells was not significantly different (P>0.15, t-test) for these two conditions. Two-second time lag autocorrelograms show that 2 out of 103 (deprived) and 17 out of 71 (normal) cells had respiratory-induced firing rate modulation. Furthermore, the mean firing rate for those respiratory modulated cells (34.7+6.5, P> 0.15, t test) was not different to those in the deprived OB. We performed time-frequency analysis of the LFP signal and time locked to each respiratory cycle. In the absence of odorants, oscillations in the ( band (40-90 Hz) were observed in 7 out of 11 sites in the normal OB. The magnitude of the oscillation was layer-dependent, being largest in the granule cell layer and smaller in the M/T cell layer. Of the 7 autocorrelograms with oscillations, 5 exhibited significant respiratory modulation. None of the 11 sites were modulated by odorants. In the deprived OB, oscillations in the ( band were observed in 1 out of 9 sites and it was not modulated by odorants or respiration. We did not observe oscillations in  band in normal or deprived OBs. In addition, the magnitude of the LFP power was smaller in the deprived when compared to normal OB recordings. These results indicate that early sensory deprivation does show significant changes in the M/T cells mean firing rate compared to normal but the LFP oscillations in the ( range differ significantly.  Supported by ICM P01-007F and CONICYT (JIE)

CP19

INTERNALIZACIÓN Y TRÁFICO INTRACELULAR DEL RECEPTOR PARA NEUROTROFINAS P75 EN NEURONAS HIPOCAMPALES. (Internalization and intracellular traffic on neurotrophin receptor P75 in hippocampal neuurons) Claudia Escudero y Francisca Bronfman. Departamento de Fisiología, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica. de Chile.

Las neurotrofinas cumplen diversos roles en el sistema nervioso como diferenciación, extensión axonal y sobrevida celular entre otros. Los efectos de las neurotrofinas son mediadas por dos tipos de receptores, los receptores de tirosina quinasa (trks) y el receptor para neurotrofinas p75. Se sabe que el transporte retrógrado de la señal neurotrófica desde el terminal al soma neuronal depende de la internalización y tráfico axonal de los trks. A diferencia de los trks, la internalización y tráfico del receptor p75 ha sido estudiado solo en células PC12. Hasta ahora se desconocen las capacidades endocíticas y el tráfico intracelular de p75 en neuronas polarizadas. El objetivo de este trabajo es estudiar la endocitosis y el tráfico intracelular de p75 en neuronas hipocampales. El receptor p75 ha sido expresado en forma recombinante en neuronas hipocampales mediante SVF1. Usando técnicas de inmunoendocitosis y microscopía confocal hemos detectado que p75 es internalizado tanto en el cuerpo celular como en los axones junto a su ligando, NGF. Interesantemente, parece haber una cinética diferencial de internalización para el receptor localizado en el cuerpo celular con respecto al axonal, detectándose una cinética más rápida en los procesos neuronales. Ensayos de co-internalización de p75 con transferrina y “lysotracker” (marcador de organelos acídicos) indican que p75 se internaliza preferentemente en endosomas de reciclaje, evitando la ruta degradativa. La internalización de p75 es reducida por acidificación del citosol, tratamiento que inhibe la internalización de receptores mediada por clatrina. Por otra parte, ensayos de co-internalización de p75 en presencia de la subunidad B de la tóxina del cólera (B-CTX), un marcador de balsas lipídicas y de vesículas que se transportan retrógradamente, muestran una co-localización vesicular tanto en axón como en la región somatodendrítica a tiempos cortos. A tiempos mayores, los endosomas que muestran ambas marcas disminuyen, indicando una destinación intracelular diferencial para B-CTX y p75. Estos datos indican que p75 posee capacidades de internalización y tráfico similares a los descritos en células PC12 (Bronfman et al., 2003) y una adicional complejidad en su destinación y tráfico intracelular en neuronas polarizadas. FONDAP 13980001, FONDECYT 1040999, F. ANDES

CP20

EFECTOS DE LA EXPOSICIÓN PRENATAL A NICOTINA SOBRE LA RESPIRACIÓN Y LA QUIMIORRECEPCIÓN CENTRAL EN RATONES NEONATOS (Effects of prenatal nicotine exposure on respiration and central chemoreception in newborn mice) Eugenín, Jaime, Otárola, M, Cerpa, V, Reyes-Parada, M, Llona, I. Depto. Biología, Facultad Química y Biología, USACH

El hábito materno de fumar cigarrillos durante el embarazo es el principal factor de riesgo asociado al  Síndrome de Muerte Súbita del lactante. La nicotina, un conocido neuroteratógeno, podría ser el factor que une las disfunciones respiratorias del lactante con el hábito tabáquico de la madre. Se estudió el efecto de la administración intrauterina de nicotina sobre los patrones respiratorios y las respuestas quimiosensoriales en el ratón neonato. En ratonas CF1 de 5-7 días de embarazo se implantó subcutáneamente una bomba osmótica Alzet que liberaba salino (controles) o bitartrato de nicotina (60 mg Kg-1 día-1) hasta el final del embarazo. La administración de nicotina no afectó el número de neonatos por camada ni su peso al nacer. Sin embargo, la evaluación pletismográfica reveló que la nicotina prenatal produjo hipoventilación , irregularidad en el ritmo respiratorio, y una reducción de las respuestas a hipercapnia (20 minutos de inhalación de aire enriquecido con 10% CO2) e hipoxia (20 segundos de inhalación de N2 100%) en neonatos P0 a P5. A partir de P8 no se observaron diferencias entre los  neonatos controles y los tratados con nicotina. La quimiorrecepción central se evaluó in vitro usando la preparación de troncoencéfalo – médula espinal aislados, en la cual se superfundió el troncoencéfalo con soluciones de líquido céfalorraquídeo artificial de diferentes pH (7,4-7,1), mientras se registraba desde las raíces motoras C3-C5 la respiración ficticia. La frecuencia de la respiración ficticia en las preparaciones obtenidas desde  los neonatos tratados intrauterinamente con nicotina estaba reducida, como también lo estaba la respuesta respiratoria a la acidificación del medio de superfusión. Estos resultados muestran que la nicotina prenatal es capaz de modificar el patrón respiratorio y las respuestas quimiosensoriales centrales, lo que determinaría una mayor vulnerabilidad y falla en la ritmogénesis neonatal, que se traduce en una mayor tendencia a la desadaptación ventilatoria a las demandas fisiológicas, mecanismo probablemente subyacente en el Síndrome de Muerte Súbita del Lactante. FONDECYT 1010242, Proyecto de Continuación DICYT 2005

CP21

DOSIS BAJAS DEL ANTIDEPRESIVO FLUOXETINA ACTIVAN LA ENDOCITOSIS DE LA NEUROTROFINA BDNF Y SU RECEPTOR, TRKB, EN SINAPSIS EXCITADORAS DEL TELENCÉFALO DE RATAS. (Low doses of the antidepressant fluoretine activate BDNF neurotrophin endocitosis and its receptor, TRKB, in excitatory synapses of rat telencephalon) Falcon R.1, Sandoval M.1, Bronfman F.2, Orrego F.1, Wyneken U.1 1Laboratorio Neurociencias, Universidad de los Andes, 2Centro FONDAP Regulación Celular y Patología Joaquín Luco, Depto. Fisiología, Pontificia Universidad Católica, Chile.
La expresión del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y de su receptor, TrkB, aumenta en forma retardada en ratas después de tratamiento crónico con dosis de Fluoxetina bajas, pero consideradas clínicamente efectivas en el humano (0.67 mg/kg/día  equivalente a 40mg/día/paciente de 60 kg). Estas dosis arrojaron, en ratas, niveles plasmáticos de 20.7±5.6 ng/ml medidas 6 horas después de la administración del fármaco. Con estas dosis, observamos efectos claros sobre el sistema BDNF/TrkB, potencialmente involucrado en la depresión, a pesar de que la mayoría de los estudios previos con antidepresivos en ratas utilizan dosis 15 veces mayores. 

Al analizar el contenido de BDNF y TrkB en las sinapsis excitadoras centrales, los niveles de TrkB disminuyeron en la membrana de las espinas dendríticas (EDs) y en las densidades postsinápticas (DPS). Postulamos que la fluoxetina, al estimular la secreción de BDNF sináptico, activa la vía endocítica del complejo BDNF-TrkB.  Preparamos membranas sinápticas y membranas livianas (enriquecidas en vesículas intracelulares, entre ellas, vesículas endocíticas) mediante fraccionamiento subcelular. Mediante inmunoprecipitación, encontramos que TrkB fosforilado (activado) aumenta en membranas livianas después del tratamiento. Mediante ensayos de biotinilación de membranas sinápticas, se vio que BDNF activa la endocitosis de TrkB. Para aislar vesículas endocíticas, empleamos gradientes de velocidad en base a Ficoll, caracterizando las fracciones con marcadores de endosomas y vesículas sinápticas. Hemos observado efectos claros de fármacos antidepresivos en dosis bajas sobre el sistema BDNF/TrkB, lo que incluye la activación de la vía endocítica. Estos estudios ayudarán a comprender los mecanismos celulares activadoa por medicación antidepresiva. Financiamiento: UW, Fondecyt1020127; U.los AndesMED 005-05. FB, FONDAP 13980001, FONDECYT 1040999, F.ANDES
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PROPERTIES OF SACCADES AND FIXATIONS IN FREE VIEWING AND VISUAL SEARCH IN CEBUS MONKEYS. (Propiedades de movimientos sacádicos y fijaciones bajo visión libre y búsqueda visual en monos cebus) Francisco. Flores, Denise Berger, Pablo Ossandon, Sonja Gruen. Pedro Maldonado. Departamento de Fisiologia y Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

There is a lot known about eye movements from experiments where eye movements are directed to make precise eye movements to targets on the screen. However, little is known about eye movements while the animals freely view natural stimuli. Here we present a study on saccadic eye movements and visual fixations in Cebus monkeys (n=4) while they were engaged in five different behavioral viewing conditions: free viewing i) of natural images (FV), ii) of an array of faces (FA), iii) of an array of 'non-objects' (NO), iv) of a blank screen (BS) and v) viewing during a match to sample task, where a small was object embedded in a natural image (MTS). Eye movements were recorded with the search coil technique. Saccades and fixations were identified based on their angular velocity, acceleration and duration. We found that the distributions for fixation duration differed significantly for all conditions (K-S, P< 0.001). For BS, the distribution was flat while for all other conditions it was unimodal, however differing in shape and mode (126 (MTS), 166 (FA), 196 (NO) and 260 ms (FV)). Distributions for saccade duration also differed significantly from each other (K-S P < 0.001). They were unimodal for all conditions (with modes: 32 (FV), 34 (MTS), 19 (FA), 33 (NO) and 42 ms (BS)). However, the distributions for saccade lengths, as measures derived from it (peak velocities and peak accelerations), exhibit a different pattern. FV and MTS distributions are unimodal, with preferences for short saccade lengths and velocities. For the others, the distributions are bimodal, but differ significantly. Although the results partly may be explained by differences in spatial properties of the images, the differences in eye movements of MTS and free viewing remains, suggesting that monkeys adapt different eye movements strategies depending on stimuli and task conditions. Support Contributed By: CONICYT, ICM and Stifterverband für die Deutsche Wissenschaft
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TOXICIDAD EN CÉLULAS CATECOLAMINÉRGICAS AL BLOQUEAR LA CAPTACIÓN DE DOPAMINA POR VMAT-2 Y AL INHIBIR DT-DIAFORASA. (Toxicity in catecholinergic cells upon blockade of dopamine uptake by VMAT-2 and inhibition of DT-Diaphorase) Fuentes-Bravo P., Riveros A., Lozano J., Cárdenas S., Paris I., Perez-Pastene C., Graumann R., Caviedes P. y Segura-Aguilar J. Programa de Farmacología Molecular y Clínica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La oxidación de dopamina (DA) es un proceso dependiente del pH. A pH fisiológico los protones de los grupos hidroxilos se encuentran disociados, lo cual promueve la oxidación de la DA en el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas. La DA es sintetizada en el citoplasma y transportada al interior de vesículas mediante el transportador de monoaminas vesicular 2 (VMAT-2). El transporte y almacenamiento al interior de las vesículas previene la oxidación de la DA, pues el lumen vesicular se encuentra a un pH bajo. Por otra parte, si la DA no es almacenada adecuadamente, el exceso citoplasmático de DA puede desencadenar una serie de reacciones oxidativas que producen metabolitos altamente reactivos y tóxicos, tales como especies reactivas de oxígeno (ROS), quinonas (aminocromo) y semiquinonas (radical leuco aminocromo o-semiquinona). La enzima NQO1 [quinona oxidoreductasa NAD(P)H dependiente; DT-diaforasa] es una flavoenzima que cataliza la reducción con dos electrones de quinonas endógenas, compitiendo con la reducción con un electrón por otras flavoenzimas. De esta forma, quinonas potencialmente tóxicas como aminocromo, son reducidas por DT-diaforasa produciendo hidroquinonas, metabolitos más estables y menos reactivos. En este estudio, nosotros queremos evidenciar que el bloqueo específico de VMAT-2 y la inhibición de DT-diaforasa producen muerte celular. Para estudiar esta hipótesis se utilizó la línea celular catecolaminérgica RCSN-3 derivada de substancia nigra de rata. Con el propósito de aumentar los niveles citoplasmáticos de DA, se trataron las células RCSN-3 con DA 100 µM, y reserpina (Res) 1 µM para bloquear VMAT-2. Por otra parte se utilizó dicumarol (Dic) 100 µM para inhibir DT-diaforasa. Las células fueron tratadas por 2, 6 y 12 horas con  una combinación de DA, Res y Dic, y se determinó viabilidad celular y apoptosis usando microscopía de fluorescencia. Los resultados iniciales mostraron que el tratamiento combinado de DA/Res/Dic induce toxicidad y muerte celular apoptótica en la línea celular RCSN-3, en una manera dependiente del tiempo.Así, nuestros datos sugieren que la toxicidad y la muerte celular apoptótica podrían estar mediadas a través de un proceso relacionado con una vía oxidativa de la DA, y que la enzima DT-diaforasa podría tener un potencial efecto neuroprotector.

CP24

CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DE DOS LÍNEAS CELULARES: BÚSQUEDA DE UN MODELO NEURONAL DOPAMINÉRGICO. (Neurochemical characterization of two cell lines: searching for a dopaminargic neuronal model) T. Garcia, A. Vecchiola, P. Caviedes y M.E. Andrés. Departamento de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile

En la búsqueda de una línea celular adecuada para el estudio del control transcripcional que ejerce Nurr1 sobre tirosina hidroxilasa (TH), hemos caracterizado las líneas celulares RCSN-3 y SH-SY5Y, la primera proviene de sustancia nigra de rata adulta mientras que la segunda deriva de neuroblastoma humano.  Mediante experimentos de western-blot observamos que Nurr1 se expresa en ambas líneas celulares y que se ubica en el núcleo, tal como está descrito en sustancia nigra de rata adulta. Experimentos de inmunofluorescencia indican la presencia de inmunoreactividad tipo TH en las células RCSN-3, pero de localización nuclear, contrario a lo que ocurre con la línea SH-SY5Y donde la inmunoreactividad positiva se observa en el citoplasmática, resultado que concuerda con la ubicación subcelular de esta proteína en neuronas dopaminérgicas. Mediante la técnica de western-blot no se observa una proteína del tamaño correspondiente a la TH en las células RCSN-3, a diferencia de lo que ocurre con la línea celular SH-SY5Y para la que se detectó la proteína TH en el tamaño esperado. Paralelo a esto, experimentos de RT-PCR para evaluar la expresión del RNAm de TH, muestran un producto de menor tamaño al esperado en las células RCSN-3. Estos datos sugieren que en las células RCSN-3 existe una isoforma de menor tamaño a la TH descrita en rata. Otros marcadores dopaminérgicos como el transportador de dopamina, Ptx-3 y el receptor opioide kappa evaluados por RT-PCR no están presentes en las células RCSN-3. Los datos en su conjunto sugieren que la línea celular RCSN-3 es menos diferenciada que la línea celular SH-SY5Y, por lo que estas dos líneas celulares ofrecen la oportunidad de estudiar el rol de factores de transcripción como Nurr1 en distintos estadíos de diferenciación de las neuronas dopaminérgicas. FONDECYT# 1030496.

CP25

LA HIPOTIROXINEMIA MATERNA PROVOCA DAÑO NEURONAL A SU PROGENIE. (Maternal hypotiroxinemia causes neuronal damage to offspring) Gianini A1., Pancetti F.2, Garikoitz A.3, Opazo C.1, Mora S.4 y Riedel C.1. 1Universidad Andrés Bello, 2Universidad Católica del Norte,  3Universidad del País Vasco, España,  4Universidad de Chile.

La hipotiroxinemia materna es una de las causas más frecuentes de daño neuronal en el hombre, evidenciado en la progenie como déficit atencional hasta retardo mental. Los mecanismos biológicos que subyacen a este daño se desconocen. Proponemos que la hipotiroxinemia materna deteriorará la capacidad cognitiva mediante la alteración de las sinapsis glutamatérgica en el hipocampo y su regulación por la neurotrofina BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor). A ratas preñadas se les indujo hipotiroxinemia mediante la administración de metimazol en el agua de beber durante los días E12-E15. A los dos meses de edad la progenie fue evaluada. En los tests de aprendizaje y memoria se observó deterioro de la memoria espacial; en registros de hipocampo daño en el establecimiento de la LTP (long term potentiation); en inmunohistoquímica tinción positiva para el receptor de BDNF, TrkB en neuronas con migración aberrante de la zona del CA3 del hipocampo. Nuestros resultados indican que la hipotiroxinemia materna en las ratas induce daño cognitivo a su progenie y que éstos fisiológicamente se observan por la ausencia de LTP y estructuralmente por cambios en el contenido y distribución de BDNF y TrkB en el hipocampo. Estos resultados contribuyen con evidencias que apoyan la noción de la importancia de la T4 materna para el desarrollo del SNC de su progenie. FONDECYT 1040349.

CP26

LA PROTEÍNA QUINASA CK2 FOSFORILA DIFERENCIALMENTE LOS DOMINIOS PDZ DE LA PROTEÍNA ANDAMIO PSD-95, LO QUE REGULA LA FUNCIÓN DEL R-NMDA SINÁPTICO.  (Protein kinase CK2 differentially phosphorylates the PDZ domains of the scaffolding protein PSD-95, regulating the funtion of the synaptic NMDA-R). González, D.1, Ampuero, E.1, Alcayaga C.2, Pancetti F.3, Marengo, J.J.1, Orrego, F.1, Wyneken, U1. 1 Laboratorio de Neurociencias, Universidad de los Andes. 2 ICBM, Universidad de Chile. 3 Universidad Católica del Norte.
El receptor de NMDA (R-NMDA) está anclado a las densidad postináptica (DPS) mediante la proteína de andamio PSD-95 por interacción directa con sus dominios PDZ 1 y 2. No se conocen los mecanismos que regulan esta interacción, ni si ello tiene consecuencias sobre la actividad del canal. Para realizar estudios funcionales, incorporamos DPSs en liposomas gigantes y registramos las corrientes mediadas por el R-NMDA mediante la técnica del patch-clamp. Al agregar dominios PDZ recombinantes a la cara intracelular del sello, la adición de PDZ1 a concentraciones saturantes resultó en una activación del 202 ± 33%, mientras que la adición de PDZ2 lo  inhibió en un 45% a potenciales positivos. Mediante ensayos de fosforilación in vitro, encontramos que la proteina  kinasa CK2, fosforila con preferencia a PDZ2 sobre PDZ1.  Al realizar el ensayo funcional usando PDZ2 fosforilado por CK2 observamos que el efecto inhibitorio de éste sobre las corrientes NMDA desaparece. Cuando los PDZ 1 y 2 se coaplicaron, formando parte una sola proteína recombinante, en las combinaciones: PDZ1-2, PDZ1-3 y PSD-95 (completa), siempre se observó activación de hasta un 100%, indicando que el efecto activador de PDZ1 prima sobre el inhibidor de PDZ2. La inhibición de la CK2 endógena en registros del R-NMDA en DPSs produce un efecto idéntico a la adición de PDZ2 no fosforilado a la cara intracelular del sello. Además, la inhibición de la CK2 inhibe la fase de mantención de LTP en tajadas de hipocampo.  Nuestros resultados indican que la interacción del dominio PDZ2 de PSD-95 con el R-NMDA es inhibitoria sobre la acitividad del canal, lo que es regulado por CK2, por lo que PDZ1 y 2 no son funcionalmente equivalentes. Es probable que este mecanismo pertenezca al repertorio de mecanismos plásticos presentes en la DPS excitadora y que participan en la LTP. Financiamiento: Fondecyt 1020257

CP27

EL ESTRÉS CRÓNICO POR INMOVILIZACIÓN AUMENTA LA TRANSMISIÓN GLUTAMATÉRGICA EN EL LECHO DE LA ESTRÍA TERMINAL. EFECTO MEDIADO POR LA HORMONA LIBERADORA DE CORTICOTROPINA. (Chronic stress by immobilization increases glutamatergic transmission in the bed of the terminal stria. Effect mediated by the corticotrophin releasing hormone) Marco González, Marcela González y María Inés Forray. Departamentos de Farmacia y de Biología Celular y Molecular, Facultades de Química y de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile.  

El lecho de la estría terminal (LET) recibe proyecciones CRHérgicas desde la amígdala central, glutamatérgicas desde el hipocampo y la corteza prefrontal, y noradrenérgicas desde el bulbo raquídeo. Este circuito ha sido involucrado en las respuestas conductuales al estrés y en fisiopatología de trastornos del ánimo inducidos por estrés. Con el objeto de estudiar el efecto del estrés crónico por inmovilización (ECI) y el tratamiento con desipramina (DMI) sobre los niveles extracelulares de noradrenalina (NA) y glutamato (GLU) en el LET, ratas macho fueron asignadas al azar a grupos ECI, ECI/DMI y sus respectivos grupos control. El ECI consintió en inmovilizar durante 15 días (2 h/día, 10:00–12:00 hrs.). El grupo ECI/DMI corresponde a ratas inmovilizadas crónicamente a las que se les administró DMI (10 mg/Kg.) durante los 15 días de estrés. Los animales control no fueron sometidos a ningún tipo de estrés. Los niveles extracelulares de NA y GLU se estudiaron por microdiálisis in vivo, 24-48 hrs. después de la última sesión de estrés. Los resultados muestran un aumento en los niveles extracelulares de NA y GLU, y de la liberación de GLU inducida por estímulo despolarizante en el LET, sólo en los animales sometidos ECI. La administración de DMI durante los 15 días de estrés previene dicho aumento. Más aun, la perfusión a través de la cánula de microdiálisis de un antagonista selectivo del receptor CRH-R1 (NBI27914) en el LET de animales sometidos a ECI, aumenta los niveles extracelulares de NA y no modifica los niveles extracelulares de GLU. Sin embargo, bloquea la liberación de GLU inducida por estímulo despolarizante, sin modificar la de NA. Estos resultados sugieren que la exposición a estrés crónico produce un aumento en la transmisión glutamatérgica en el LET controlada por CRH, y que este aumento de la transmisión glutamatérgica se evita con la administración de DMI durante los 15 días de estrés.  FONDECYT 1020940

CP28

DESESPERANZA APRENDIDA INDUCIDA POR EL NADO FORZADO. EFECTO DEL ESTRÉS CRÓNICO POR INMOVILIZACIÓN Y ADMINISTRACIÓN DE DESIPRAMINA. (Learned hopelessness induced by forced swimming. Effect of chronic stress by immobilization and desipramine administration) Nicolás Hadwed y María Inés Forray. Departamentos de Farmacia y de Biología Celular y Molecular, Facultades de Química y de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile. 

En roedores, los estímulos estresantes no controlables de naturaleza psicogénica, producen conductas depresivas como la desesperanza aprendida. El estrés crónico por inmovilización (ECI) es un  estrés  no controlable, que se  caracteriza por producir cambios que perduran en el tiempo, tales como; aumento del estado de ansiedad, hipertrofia de la glándula suprarrenal y cambios en la morfología dendrítica de las neuronas de algunas estructuras límbicas involucradas en la respuesta a estrés.  El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del ECI y de la administración de desipramina (DMI) sobre la desesperanza aprendida inducida por nado forzado. Con este propósito, los animales fueron sometidos a una sesión diaria de 2 hrs. de estrés por inmovilización durante 15 días. Un grupo de animales sometidos a ECI y sus respectivos controles fueron administrados con DMI (10 mg/Kg.) durante los 15 días de estrés. El día 16 los animales fueron a sometidos a la prueba de nado forzado y se estudiaron las diferentes conductas; nadar, escalar e inmovilidad.  El ECI disminuye la conducta de escalar o de evasión, es decir produce  desesperanza aprendida, la administración de DMI durante los 15 días de estrés evita este efecto. El ECI  produce además, hipertrofia de las glándulas suprarrenales, disminuye el peso corporal y consumo alimento. La administración de DMI evita la hipertrofia adrenal y no cambia los efectos sobre peso corporal y consumo de alimentos. Estos resultados muestran  que el ECI disminuye la conducta de evasión, conducta depresiva asociada a cambios en la actividad noradrenérgica. Este efecto se previene con la administración de DMI, antidepresivo que modifica la actividad del sistema noradrenérgico. Los resultados indican que cambios en la actividad noradrenérgica subyacen a dicha conducta depresiva. FONDECYT 1020940

CP29

EFECTOS DE MODAFINILO SOBRE LA ATENCIÓN VISUAL EN RATAS. Modafinil effects on visual attention in rats) Carlos M. Hamame, Pablo Cubillos, Gonzalo Fuentes, Álvaro García, Ricardo Ibañez, Paul H. Delano y Luis Robles. Departamento de Fisiología y Biofísica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El modafinilo es un nuevo promotor de la vigilia, no derivado de la anfetamina. Sus efectos beneficiosos sobre trastornos del sueño están ampliamente descritos. Sin embargo, los resultados son controversiales respecto a sus efectos sobre procesos atencionales en sujetos sanos y no deprivados de sueño. En esta investigación se utilizó un modelo de atención en ratas consistente en una tarea de discriminación visuoespacial de dos opciones. Siete ratas Long Evans machos adultos fueron entrenadas para responder presionando una palanca frente a una de las dos luces blanco (laterales) para recibir una recompensa. El encendido de una de las luces blanco era antecedido el 70% de los ensayos por una clave neutra (luz central), esto permitió evaluar los efectos del fármaco en condiciones de carga atencional delimitada (con la clave neutra) o no delimitada (sin la clave neutra). Una vez que las ratas alcanzaron valores criterio en las variables conductuales, esto es precisión mayor a 80%  y porcentaje de omisiones menor a 20%, se llevaron a cabo las pruebas farmacológicas de acuerdo a un diseño entre-sujetos (latin-square) en el que todas las ratas recibieron el tratamiento experimental. Una dosis aguda de modafinilo 100mg/kg IP fue administrada a los animales 30 minutos antes de realizar la tarea atencional. En el grupo tratado con la droga, no se observó el característico aumento de las omisiones en ausencia de la clave neutra ni la caída en la precisión en los ensayos finales. Esta última variable, alcanzó valores incluso mayores que los del grupo control. Sorprendentemente la latencia de respuesta fue mayor en las ratas tratadas con modafinilo. A pesar de esto, esta es la primera investigación en mostrar efectos positivos del modafinilo sobre procesos atencionales en la rata. Creemos que el diseño de la tarea con una clave neutra presente sólo en el 70% de los ensayos, y la consideración de la cinética temporal de las variables conductuales permitieron detectar la sutil pero significativa influencia del modafinilo en la atención.

CP30

BRADYKININ MODULATES SYMPATHETIC CO-TRASMITTER RELEASE. (La bradykinina modula la liberación de cotransmisor simpático) D. Hermosilla, M. V. Donoso, J.P. Huidobro-Toro. Centro Regulación Celular y Patología, Instituto MIFAB, Departamento Fisiología, Facultad Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile.

To ascertain the role of peptides as modulators of sympathetic co-transmission, we investigated whether bradykinin (BK) modulates the co-release of the sympathetic co-transmitters adenosine: 5’ triphospahate (ATP), noradrenaline (NA), and neuropeptide tyrosine (NPY). Methods:  Segments of the prostatic portion of adult Sprague Dawley rat vas deferens were mounted in superfusion baths and maintained with Tyrode buffer (37C) supplemented with 1 M desipramine and gassed with 95% O2/5% CO2 superfused at a flow of 2 ml/min. Neurotransmitter release was elicited by electrical field stimulation (16 Hz, 60 V, 1ms during 1 min) a stimuli that elicits isometric contractions which were recorded by means of a force displacement transducer. ATP, NA and NPY were analytically quantified from a same aliquot sample of the perfusion buffer. As controls, non-stimulated buffer samples were analyzed. Neurochemicals were determined following HPLC procedures: while NA was quantified by electrochemical detection, ATP was detected as fluorescent derivatives. RIA quantified NPY. Results: 30 nM BK, which increased 3-fold electrically evoked smooth muscle twitching, halved the overflow of ATP from 96±23 to 45±35 pmol (n=4); likewise, the outflow of adenosine was reduced from 3421±526 to 1403±131 pmol (p<0.05, n=4). The time course of ATP overflow revealed that after BK, its peak was delayed significantly. The total NA and ir-NPY overflow was also reduced by BK from 47±8 to 19±8 pmol (p< 0.05, n=4) and from 32±11 to 15±4 fmol respectively. Conclusions: BK has a dual action on sympathetic neuroeffector junctions, since on one hand it reduces the output of sympathetic co-transmitter released, but on the other hand, it largely augments low frequency smooth muscle twitching. Present results highlight the modulator role of neuropeptides in sympathetic co-transmission, and incite the investigation of their intracellular signaling mechanisms. We are in the process of analyzing the modulator role of other peptides such as CGRP, angiotensin and the opiopeptins. Funded by FONDAP 13980001 and MIFAB Institute.
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EFFECTS OF PERINATAL ASPHYXIA ON THE BASAL GANGLIA. (Efectos de la asfixia perinatal en los ganglios basales) Klawitter V., Morales P., Bustamante D., M. Herrera-Marschitz.  Programme of Molecular & Clinical Pharmacology, ICBM, Medical Faculty, University of Chile.

The effect of perinatal asphyxia on brain development was studied with organotypic cultures from substantia nigra, neostriatum and neocortex. Asphyxia was induced by immersing foetuses-containing uterine horns removed from ready-to-deliver rats into a water bath for 20 min. Non-asphyxiated caesarean-delivered pups were used as controls. Following asphyxia, the pups were nursed by a surrogate dam and sacrificed after three days for preparing organotypic cultures. Morphological features and cell viability were recorded during in vitro development. At day in vitro (DIV) 24, the cultures were treated for immunocytochemistry using antibodies against the N-methyl-D-aspartate receptor subunit 1 (NR1), tyrosine hydroxylase (TH) and neuronal nitric oxide synthase (NOS). With the aim of finding new therapeutic strategies, we used nicotinamide (Vit B3)  after the asphyctic insult (100 mg/kg i.p., once a day for 3 days, beginning 24 h after the insult) to assess a possible neuroprotection. Compared to controls, in vitro survival and the total number of NR1-positive and TH-positive neurons in substantia nigra were decreased, as well as the number of NOS-positive neurons in the striatum from brains of asphyxiated pups. Regarding morphology, neurite extent of TH-positive neurons in the substantia nigra and of NOS-positive neurons in the striatum, was also reduced in the asphyctic group compared to the control one. Nicotinamide treatment had no effect in the number of TH-positive neurons in the substantia nigra, however, regarding neurite extension; it evidenced a positive effect, re-establishing the size they had in non-asphyxiated pups. In the other hand, nicotinamide treatment in NOS-positive neurons in the striatum re-established their number and neurite extension. These results show that perinatal asphyxia induce several alterations in the basal ganglia, affecting cell survival, morphology and number of certain neuronal types. Nicotinamide exerts regional effects, suggesting neuroprotection in some areas of the brain of asphyxia-exposed animals.  Acknowledgements: The excellent technical and secretarial support from J. Santibanez, C. Almeyda and R. Ross is acknowledged. FONDECYT-Chile (Nº 103-0521).

CP32

ESTUDIOS DE LA NEURODEGENERACIÓN EN LA ENFERMEDAD DE NIEMANN PICK TIPO C. (Studies of neurodegeneration in the type C Niemann Pick desease) Andrés Klein§, Juan Lillo§, Gonzalo I. Cancino*, Oscar Lazo#, Francisca Bronfman#, Alejandra Alvarez* y Silvana Zanlungo§. §Departamento de Gastroenterología, Facultad de Medicina, *Departamento de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, #Departamento de Ciencias Fisiológicas, Facultad de Ciencias Biológicas. Pontificia Universidad Católica de Chile.

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) es un mal autosómico recesivo fatal, que se genera por mutaciones en los genes npc1 y npc2. En NPC se produce una lipidosis que se caracteriza por la acumulación de colesterol libre y glicoesfingolípidos, en el sistema endosomal-lisosomal. Los pacientes presentan una gran neurodegeneración, principalmente a nivel de las neuronas  cerebelares de Purkinje. Aunque la enfermedad de NPC difiere en muchos aspectos con el mal de Alzheimer, existen interesantes paralelos entre ellas como la formación de ovillos neurofibrilares producidos por la proteína Tau en el Sistema Nervioso Central. Recientemente hemos mostrado que la p73 y la quinasa c-Abl participan en la muerte neuronal inducida por el péptido amiloide y en modelos de daño por estrés oxidativo. Nos pareció interesante evaluar si  la vía c-Abl/p73 se encuentra activada en cerebros con NPC. En este estudio, analizamos la expresión de p73 y c-Abl en cerebros postnatales de un modelo murino de NPC (npc1-/-). Secciones de cerebelo de ratones NPC y controles de 8 semanas fueron incubadas con anticuerpos anti p73 y c-Abl. Los cerebros NPC mostraron una dramática pérdida de las células de Purkinje cerebelares y astrogliosis. La señal de c-Abl y p73, que en los ratones controles se asoció a las neuronas de Purkinje, se encontró atípicamente asociada a neuronas de la capa molecular en los cerebelos de los ratones NPC. Nuestros resultados sugieren que la vía c-Abl/p73 está activada en neuronas NPC. Este proyecto es financiado por Ara Parseghian Medical Research Foundation para el estudio de NPC. Fondecyt 1040782 y 1030415
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CAMBIOS ESTABLES EN TRANSITORIAS DE CALCIO INTRACELULAR DESPUÉS DE, BLOQUEO DEL RECEPTOR DE GLICINA Y ACTIVACIÓN DEL RECEPTOR VANILLOIDE 1 EN NEURONAS ESPINALES. (Stable changes in intracellular calcium transients after blockade of the glycine receptor and activation of the vanilloid receptor 1 in spinal neurons) Larrucea Carlos, Castro Patricio, Wandersleben Gretchen, Fritz Fernando y Aguayo Luis. Departamento de Fisiología, Facultad de Ciencias, Universidad de Concepción.

La médula espinal corresponde a la zona más caudal del sistema nervioso central y participa en importantes procesos nerviosos, como la transmisión de dolor. Diversos receptores modulan los estímulos dolorosos, entre las que destacan receptores de glicina (R-Gli) y vanilloide 1 (VR1). Shermann y Loomis (1996) reportaron que aplicación intratecal de estricnina (EST) producía estados de alodinia, por mecanismos diferentes a los producidos por capsaicina (CAP). Lesiones tisulares periféricas son capaces de activar sistemas nociceptivos y pueden inducir alteraciones funcionales del SNC (plasticidad neuronal) (Wolf y Costigan 1999). Este fenómeno ocurre tanto a nivel de las neuronas aferentes primarias como a nivel de las neuronas del asta posterior (neuronas de segundo orden) y de centros superiores (Woolf 2000).  Para entender mejor como se desarrollan estos procesos de hiper excitabilidad utilizamos cultivos primarios de neuronas espinales en combinación con cultivo crónico de EST o CAP (1 μM). Técnicas fluorimétricas con calcium green mostraron que aplicación de CAP aumento la frecuencia de transitorias de calcio (0.03±0.002 Hz vs 0.05±0.006 Hz) y el porcentaje de células con actividad de 37±3% a 65±4%. Por otro lado, el aumento se mantuvo después de 24, 48 y 72 horas de eliminación de CAP (36±2% vs 65±3%, 35±4% vs 53±5%, 32±5% vs 52±5%). Experimentos en paralelo con EST (1 μM) revelaron un comportamiento similar. Además, la co-incubación de CAP mas TTX (100 ηM) revirtió el efecto estimulador de CAP, no así aplicaciones de K252a (200 ηM) y PD98059 (50 μM).Finalmente, podemos concluir que tanto EST como CAP son capaces de aumentar en forma estable la excitabilidad sináptica de neuronas, los que dependerían de mecanismos distintos. Fondecyt 1020475

CP34

ROL DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS D2 EN ANTINOCICEPCION: ESTUDIO EN LA RATA. (Role of D2 dopaminergic receptors in antinociception: a study in the rat) Laurido C.1, Constandil L.1, Hernández A.1, Pelissier T.2   1Facultad de Química y Biología, Universidad de Santiago de Chile; 2INTA y Programa de Farmacología Molecular-Clínica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Estudios recientes sugieren que la activación de receptores D2 en neuronas dopaminérgicas mesolímbicas, provenientes de los cuerpos celulares del área ventral tegmental y que se proyectan al núcleo accumbens, juegan un rol importante en la mediación y/o supresión del dolor.  En el presente estudio se investigaron los efectos de inyecciones subcutáneas de sulpirida y domperidona, antagonistas D2, en la analgesia inducida por apomorfina en dolor térmico, mecánico y químico, mediante el uso de los tests de inmersión de la cola a 46 ºC, de presión de la pata y de formalina en ratas macho Sprague-Dawley.  Los resultados obtenidos mostraron que sulpirida, pero no domperidona, antagonizó completamente el efecto antinociceptivo de apomorfina en los tres test utilizados. Podemos concluir que existiría una participación de los receptores dopaminérgicos D2 al menos para la acción antinociceptiva de los agonistas dopaminérgicos. FONDECYT 1040873 y DICYT 2004.
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LA SEÑALIZACIÓN NEUROTRÓFICA RETRÓGRADA EN LA VÍA SEPTO-HIPOCAMPAL, MANTIENE LA DIFERENCIACIÓN FENOTÍPICA, PERO NO LA SOBREVIDA DE LAS NEURONAS COLINÉRGICAS. Retrograde neurotrophic signaling in the septo-hyppocampal pathway maintains the phenotypic differentiation, but not the survival of cholinergic neurons) Oscar Lazo*, Jocelyn Mauna*, Nibaldo Inestrosa# y Francisca Bronfman*. *Departamento de Fisiología, #Centro FONDAP de Regulación Celular y Patología Joaquín V. Luco,  *# Facultad de Ciencias Biológicas, *# P. Universidad Católica de Chile.
Las neuronas colinérgicas centrales se encuentran en la base del cerebro y proporcionan inervación a todo el manto cortical e hipocampo, cumpliendo un rol importante en diferentes funciones cerebrales superiores. Estas neuronas expresan receptores para neurotrofinas, tanto del tipo tirosina kinasa (trks) como el receptor para neurotrofinas p75 (p75). A diferencia de los receptores trks, p75 puede inducir muerte neuronal en casos de estrés neuronal. Numerosas evidencias indican que NGF y otros factores neurotróficos promueven la sobrevida de las neuronas colinérgicas que inervan el hipocampo, denominadas neuronas septales. Estudios en la literatura sugieren que la axotomía de las neuronas colinérgicas induciría muerte neuronal por apoptosis. Hemos planteado la hipótesis que p75 podría estar implicado en la muerte de células colinérgicas luego de una lesión. Para investigar este punto, tras la axotomía, analizamos mediante microscopia confocal cuantitativa las neuronas colinérgicas septales, marcándolas tanto con un anticuerpo contra p75, como un marcador colinérgico (ChAT), a diferentes intervalos temporales después de la lesión. Ambos marcadores decaen en forma diferencial, de manera que aumenta el número de neuronas que son al mismo tiempo negativas para ChAT y positivas para p75. A partir de ello investigamos si existía una correlación entre las neuronas ChAT-negativas/p75-positivas y caspasa-3 activada y p53, encontrando que no hay neuronas que co-localicen con dichos marcadores. Mediante un triple marcaje, para neuronas y glía, cuantificamos el número total de neuronas. Pese a que las neuronas ChAT positivas decaen en un 60%, el número total de neuronas no disminuye. Estos resultados sugieren que la axotomía no induce muerte neuronal sino pérdida del fenotipo colinérgico. Si al momento de realizar la lesión se infunde el cerebro exógenamente con NGF, las neuronas colinérgicas no pierden su fenotipo. Si este tratamiento es realizado 2 semanas después de la lesión, las neuronas que han perdido su fenotipo no son capaces de recuperarlo. Actualmente investigamos si las neuronas colinérgicas restantes (40%) son capaces de re-inervar por brotes colaterales la región denervada en el hipocampo, al aplicar exógenamente NGF. Entender el potencial de estas neuronas para regenerar una sinapsis funcional podría ser crucial en relación con las nuevas terapias que usan NGF para tratar el déficit colinérgico en pacientes con enfermedad de Alzheimer.  FONDAP 13980001, FONDECYT 1040999, F. ANDES

CP36

K-252A, ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DE BDNF, MODIFICA LA LIBERACIÓN BASAL E INDUCIDA DE AMINOÁCIDOS NEUROACTIVOS EN EL CUERPO ESTRIADO DE CEREBRO DE RATA: ESTUDIOS IN VIVO MEDIANTE MICRODIÁLISIS. (K-252A, a BDNF antagonist, modifies basal and induced release of neuroactive amino acids in the strated body of rat brain: in vivo studies by microdialysis) León C,  Abarca J y  Bustos G..  Lab. de Farmacología-Bioquímica,  Depto. de Biología Celular y Molecular, P. Universidad Católica de Chile, Santiago. 

El factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), a través de su receptor TrkB, regula el desarrollo y sobrevida neuronal y además es capaz de modular la transmisión sináptica en el animal adulto. En nuestro laboratorio hemos reportado, mediante estudios in vivo, que BDNF administrado exógenamente, potencia la liberación inducida por K+, de glutamato (Glu) y GABA en el cuerpo estriado (CE) de cerebro de rata y estos efectos pueden ser antagonizados específicamente por el alcaloide K-252A. Informamos ahora de experimentos realizados in vivo para analizar si este antagonista de los efectos de BDNF es capaz de modificar los niveles extracelulares de Glu, Aspartato (ASP), GABA y dopamina (DA) en el CE de ratas normales y en ratas lesionadas parcialmente con 6-OH-DA, a nivel de la vía DAérgica nigro-estriatal. El K-252A,  se perfundió mediante microdiálisis reversa, en el CE de cerebros de ratas. Se realizaron curvas de dosis respuesta a 100, 300 y 500 ng/mL de este alcaloide y se observó que el K-252A en concentración de 100 ng/mL estimula la liberación basal de Glu, Asp y GABA en el CE de rata, efectos que no se observan a concentraciones mayores. Sin embargo a 300 ng/mL se observa un aumento significativo en la liberación basal de DA. En estudios de ratas lesionadas parcialmente con 6-OH-DA, se observan diferencias significativas en lo que se refiere a efectos sobre la liberación basal de Glu y GABA, respecto a ratas sham. Por último, se observó que el K-252A modula negativamente y de forma parcial la liberación inducida por K+ de Glu y de forma total la liberación de GABA. Estos resultados sugieren que el K-252A, al inhibir la actividad del receptor TrkB, frente su ligando endógeno, es capaz de modular la liberación de aminoácidos neuroactivos en el CE de ratas normales mediante mecanismos aún no conocidos y que esta modulación se modifica en modelos animales de enfermedad de Parkinson pre-sintomático. FONDECYT, proyecto # 105-0981
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RESPUESTA A GLUTAMATO Y CLASIFICACIÓN MORFOLÓGICA DE CÉLULAS BIPOLARES EN RETINA DE OCTODON DEGUS. (Glutamate response and morphological classification of bipolar cells of Octodon degus retina) Pedro Martínez, Francisco Palma y Adrián Palacios. Centro de Neurociencias de Valparaíso, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaíso.
En la rata  se conoce que en las células bipolares de la retina la respuesta a glutamato depende de la presencia de receptores AMPA, Kainato o mGluR6 en la membrana de sus terminales sinápticos. Esta respuesta está correlacionada con la morfología de estas células. Para determinar si existe similar correlación en la retina de  Octodon degus, en rebanadas de retina, estimulamos con glutamato 1mM la capa plexiforme externa y se realizaron registros mediante la técnica de patch clamp de célula completa (whole cell) en la modalidad de parche perforado (RS = 50 ±15 MΩ) en las células bipolares. La morfología de la propia célula registrada, se determinó añadiendo amarillo de lucifer a la solución intracelular. Hasta la fecha se registraron células en las que el soma se ubicaba en la zona media de la capa nuclear interna, la longitud de la proyección axonal no sobrepasó la primera mitad de la capa plexiforme interna y las proyecciones dendríticas y axonales fueron muy ramificadas. Estas mostraron corrientes de entrada (-17.1 ± 12.6 pA n=7) correspondientes a  receptores AMPA, Kainato. Por otra parte las células cuyo soma se ubicó en la zona superior de la capa nuclear interna, su proyección axonal sobrepasó la primera mitad de la capa plexiforme interna y las proyecciones dendríticas y axonales en general fueron menos ramificadas. Estas últimas  mostraron corrientes de salida (7.98 ± 2.5 pA n=5) correspondientes a receptores mGluR6. Estos resultados permiten concluir que las células bipolares en O. degus presentan similitudes morfo-funcionales con respecto a  las de la rata. FONDECYT 1040309

CP38

EFFECTS OF PERINATAL ASPHYXIA ON HIPPOCAMPAL PLASTICITY.  (Efectos de la asfixia perinatal en la plasticidad hipocampal) P Morales1, V Klawitter1, J Fiedler2, Andrés S2, Berrios C2, Bustamante D1, M. Herrera-Marschitz1.    1Programme of Molecular & Clinical Pharmacology, ICBM, Medical Faculty; 2Dept.of Biochemistry & Molecular Biology, Chemical Pharmaceutical Science Faculty, University of Chile. 

Asphyxia during birth is a concurrent factor for the development of neurodegenerative diseases with a clinical onset at adult stages. We investigated the short- and long-term consequences of perinatal asphyxia on hippocampal plasticity, focusing on (i) cellular viability, assessed with Hoechst, TUNEL and stereological cellular counting techniques (ii) neurogenesis, assessed with bromo-deoxyuridine (BrdU) treatment and immunocytochemistry; (iii) proteins and mRNA levels involved in cell death and proliferation, assessed with Western-blot and in situ hybridization. Asphyxia was induced in vivo by immersing foetuses-containing uterine horns, removed from ready-to-deliver rats into a water bath for 20 min.  The controls were the siblings without being exposed to any asphyxia. At P7 and compared to the controls, the hippocampus from asphyxia-exposed pups showed: (i) An increase in the number of apoptotic nuclei in CA1, CA3 and DG regions; (ii) an increase of total BAD, a pro-apoptotic protein, but a decrease of its phosphorylated form; (iii) an increase of Bcl-2 levels, an anti-apoptotic protein; (iv) an increase of cell proliferation (BrdU-positive cells) in DG, hilus and CA1. This effect was still evident at P30, but at a lower level and only in the supra-pyramidal band. (v) Among total BrdU-positive cells, a 55% of asphyxia-exposed and 44% of control pups were also positive for MAP-2, suggesting postnatal neurogenesis. (vi) Compared to controls, asphyctic rats showed an increase in the expression and levels of bFGF in CA1, CA2 and hilus at P7 and P30, and an increase in phosphorylated ERK-2 levels. Thus, it is shown that perinatal asphyxia induces short- and long-term changes in hippocampal plasticity, influencing survival and cell death. It involves apoptotic and antiapoptotic mechanisms, and changes in proteins associated to repairing mechanisms and neurogenesis. Acknowledgement: We are grateful for the assistance of J Santibañez, C. Almeyda, R. Ross. Supported by FONDECYT(1030521), DID(I2-02/8-2).
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DÉFICIT NEUROCOGNITIVOS EN LA ESQUIZOFRENIA: ROL DE LA AUTOREGULACIÓN ESTRATÉGICA Y DE LA ATENCIÓN EJECUTIVA.  RESULTADOS PRELIMINARES. (Neurocognitive deficit in schizophrenia: role of strategic autoregulation and executive attention. Preliminary results) Orellana G1., Slachevsky A.2 y Peña M.3. 1Departamento de Psiquiatría Sur, Facultad de Medicina, U. de Chile.  2Programa de Farmacología, Instituto de Ciencias Biomédicas y Departamento de Ciencias Neurológicas,  Facultad de Medicina, U. de Chile. 3 Escuela de Psicología, Universidad Católica de Chile.

Estudiar la autoregulación estratégica del comportamiento y la atención ejecutiva, la orientación y la alerta en pacientes con esquizofrenia. Esta investigación pretende ayudar a comprender los probables procesos cognitivos a la base de los desórdenes del comportamiento en este tipo de pacientes, específicamente los de tipo disejecutivo.  Dos funciones no se han estudiado totalmente en esquizofrenia: atención ejecutiva y autoregulación estratégica. El propósito de nuestro estudio es determinar cuáles de las tres redes de la atención - alerta, orientación y atención ejecutiva - funcionan anormalmente en la esquizofrenia y si los pacientes presentan un déficit en la autoregulación del comportamiento.  También estudiaremos la correlación entre los déficit en estas funciones y los trastornos del comportamiento en la esquizofrenia. Se evaluarán 20 pacientes con esquizofrenia, de ambos sexos, entre 18 a 30 años, con un primer episodio psicótico tratado con neurolépticos atípicos. Las pruebas neuropsicológicas a aplicar serán:  matrices progresivas de Raven para evaluar el índice de inteligencia; Attentional Network Test para evaluar las redes atencionales; Escala de Grado de la Demencia de Mattis, Wisconsin Card Sorting Test y Frontal Assesment Battery  para evaluar las funciones ejecutivas y la prueba de Seis Elementos para evaluar la autoregulación estratégica. El comportamiento disejecutivo será evaluado con los cuestionarios de DEX y el de Grefex. Para evaluar síntomas esquizofrénicos, aplicamos el PANSS.  Los pacientes serán pareados por sexo, edad, clase social y el nivel de enseñanza con un grupo de controles sanos. Los resultados preliminares revelaron que 12 pacientes presentaron menores puntajes que los controles en la prueba de Seis Elementos (promedio de 3), es decir aplicaron estrategias no eficientes durante la ejecución de la tarea. Promedio en el  Mattis de 135, promedio en el número de criterios del WCST de 4 (lo máximo es 6). Nuestros resultados preliminares sugieren que los pacientes con esquizofrenia presentan una alteración en la autorregulación estratégica. Fondecyt 1050175
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LA CLORPROMAZINA INHIBE EN FORMA REVERSIBLE LA COMUNICACIÓN INTERCELULAR MEDIADA POR UNIONES EN HENDIDURA EN CÉLULAS GN-11 Y ASTROCITOS. (Chlopromazine reversible inhibits intercellular communication mediated by gap junctions in GN-11 cells and astrocytes) Juan A. Orellana, Nicolas Palacios-Prado y Juan C. Sáez.  Departamento de Fisiología, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

La clorpromazina  (CPZ) es un antipsicótico de tipo fenotiazínico que actúa sobre diversos blancos en el cerebro, incluyendo canales, receptores y moléculas reguladoras de la función de la sinapsis química. Además, ha sido demostrado que CPZ inhibe el acoplamiento eléctrico en invertebrados y vertebrados inferiores. Sin embargo, no se sabe si CPZ afecta la comunicación intercelular mediada por uniones en hendidura (CIUH) en mamíferos. Por lo tanto, el efecto de CPZ sobre el estado funcional de CIUH fue evaluado por transferencia del colorante Amarillo de lucifer en la línea celular Gn-11 y en cultivo primario de astrocitos de rata. Los niveles y distribución celular de la conexina43 (Cx43), una subunidad proteica de las uniones en hendidura, fue estudiada por inmunofluorescencia e inmunotransferencia, respectivamente. En ambos tipos celulares CPZ (10-100 (M) inhibió la CIUH a corto y largo plazo en una manera concentración-dependiente. En células Gn-11 la inhibición máxima a corto plazo fue precedida por la fosforilación de Cx43, y seguida por la retracción de los procesos dendríticos y una prominente disminución de los niveles de Cx43. En contraste, la inhibición máxima en astrocitos a corto plazo fue asociada a un cambio morfológico y un incremento en los niveles y fosforilación de Cx43. El análisis de inmunofluorescencia en células tratadas con CPZ reveló una reducción de las placas de uniones en hendidura de Cx43. Ya que el tratamiento con CPZ indujo cambios en la morfología de las células Gn-11 y astrocitos de rata, es probable que la reducción en CIUH es debido a la perdida física de los contactos intercelulares inducida por la desorganización estructural de la membrana plasmática y/o citoesqueleto. Por lo tanto, el efecto inhibitorio de la comunicación intercelular en células Gn-11 y astrocitos de rata, podría dar cuenta, en parte, del efecto antipsicótico y/o efectos secundarios generados en pacientes tratados con de CPZ.

CP41

DELIMITANDO LOS DOMINIOS DE INTERACCIÓN ENTRE EL FACTOR TRANSCRIPCIONAL NURR1 Y LA E3-SUMO LIGASA PIAS(. (Limiting the dominas of interaction between the transcriptional factor NURRI and the PIAS( E3-SUMO kinase) M. Orellana y M.E. Andrés. Departamento de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile.

Nurr1 es un receptor nuclear “huérfano” expresado ampliamente en el sistema nervioso central y juega un papel crítico en el desarrollo de las células dopaminérgicas del mesencéfalo ventral. De hecho, el ratón nulo para Nurr1 carece de neuronas dopaminérgicas en el área tegmental ventral y en la sustancia nigra. La actividad de los receptores nucleares es regulada por co-activadores y co-represores transcripcionales, estos complejos co-reguladores modulan la activación de genes mediada por los receptores nucleares. Nuestro laboratorio ha determinado que PIAS( actúa como co-represor transcripcional de Nurr1 y de esta forma reprime la transcripción de tirosina hidroxilasa inducida por Nurr1 en líneas celulares. Así, en busca del mecanismo por el cual PIAS( ejerce su efecto co-represor sobre la actividad transcripcional de Nurr1, nuestro laboratorio ha utilizado el ensayo in vitro de interacción de proteínas de Glutatión-S-Transferasa “pulldown” para determinar cuantos y cuales son los motivos de Nurr1 que se requieren para su interacción con PIAS(. Los resultados obtenidos muestran que Nurr1 tiene dos motivos de interacción con PIAS(. Uno ubicado en la región amino-terminal entre los aminoácidos 1-262, el otro ubicado en la región carboxilo terminal entre los aminoácidos 363-488. El dominio de unión a ADN de Nurr1 no participa en la interacción con PIAS(. Estos datos sugieren que Nurr1 posee dos motivos de interacción independientes con la E3 sumo ligasa PIAS(. Dado que cada uno de estos motivos se encuentra en los dominios de activación transcripcional de Nurr1, la interacción regulada entre Nurr1 y PIAS( generaría un amplio rango de control transcripcional mediado por este complejo. FONDECYT# 1030496.

CP42

MODULACIÓN ATENCIONAL EN LA SELECCIÓN AUDITIVO-VISUAL: UN ESTUDIO DE POTENCIALES RELACIONADOS A EVENTO.  (Attentional modulation in audio-visual selection: a study of event related potentials) Rodrigo Ortega J., Vladimir López H. y Francisco Aboitiz D.. Laboratorio de Neurociencia Cognitiva, Departamento de Psiquiatría, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Católica de Chile.
La mayoría de los estudios acerca de la modulación atencional en el proceso de integración auditivo-visual se centran en la atención espacial. El presente estudio intenta explorar otros procesos de modulación atencional como la incongruencia semántica y la infrecuencia de estímulos, en el contexto de las interacciones entre la visión y la audición. A través de la técnica de Potenciales Relacionados a Evento se evalúa la secuencia temporal de la modulación atencional  en estos procesos. El diseño experimental consistía en la presentación de la imagen del rostro de un hombre o de una mujer, las cuales eran precedidas (50-100 ms) por un estímulo auditivo que podía ser la palabra hombre o mujer. En el 80% de los casos el género coincidía y en el 20% restante no coincidía. Los participantes fueron instruidos a prestar atención (y contar mentalmente) sólo cuando la palabra hombre era seguida por la imagen de la mujer. De esta forma se establecieron dos condiciones de incongruencia con igual frecuencia de presentación, pero una era voluntariamente atendida (condición relevante) y otra era irrelevante a la tarea asignada. 

Los componentes tempranos N1-P1 mostraron mayor amplitud cuando la palabra y el rostro coincidían en género, tanto en la condición relevante a la tarea (F=105.960, P<0.001) como en la condición no relevante (F=127.060, P<0.001). Además, se encontraron amplitudes significativamente mayores para estos componentes en la condición relevante a la tarea en comparación con su similar no relevante (F=5.285, P<0.05). Por otro lado, se apreció un componente negativo con características de N270, tanto en la condición relevante a la tarea como en la no relevante, el cual presentó una mayor amplitud frente a los estímulos no coincidentes (F=134.755, P<0.001). En relación a los componentes más tardíos, estos sólo fueron apreciados en la condición relevante a la tarea. En primer lugar, se observó un componente positivo con características de P300, el cual presentó una mayor amplitud frente a los estímulos no coincidentes (F=105.547, P<0.001). Por último, se apreció un componente negativo con características de N400, el cual presentó una mayor amplitud frente a los estímulos no coincidentes (F=143.346, P<0.001). Los resultados expuestos sugieren la existencia de dos tipos de procesamiento top-down que operan en la modulación atencional frente a estímulos bimodales: el primero relacionado con la consistencia contextual que permite la selección temprana de estímulos coincidentes, y el segundo más tardío relacionado con la selección voluntaria en pro de las demandas de la tarea.. Proyecto financiado por: Núcleo Milenio para las Neurociencias Integradas – Proyecto Fondecyt Nº 1050721.

CP43

ON THE MECHANISM OF CASPASE-INDEPENDENT DOPAMINE-DEPENDENT COPPER CELL DEATH. (Sobre el mecanismo de la muerte celular independiente de dopamina y dependiente de caspasa) Irmgard Paris, Carolina Perez-Pastene, Rebecca Graumann, Jorge Lozano, Patricio Fuentes, Sergio Cárdenas, Claudio Olea-Azar, Pablo Caviedes and Juan Segura-Aguilar. Program of Molecular and Clinical Pharmacology, ICBM, Faculty of Medicine, Chile.

The mechanism of Cu-neurotoxicty was studied in the RCSN-3 catecholaminergic cell line. Previously we found that copper  cell death is dependent on (i) the formation of Cu-dopamine complex (ii) dopamine-dependent Cu uptake; (iii) dopamine oxidation to aminochrome; (iv) one-electron reduction of aminochrome. The formation of a Cu-dopamine complex was accompanied by oxidation of dopamine to aminochrome (o-quinone). CuSO4 (1 mM) alone was not toxic to RCSN-3 cells, but was so when combined with 100 (M dopamine alone a moderate cell death was observed (29 %; P<0.05). Studing the mechanism cell death, we observed a significant increase nuclear fragmentation in Feulgen-stained nuclei (P<0.01) without caspase-3 activation. In addition, a release of mitochondrial Ca2+ was observed, which was inhibited by 5 (M cyclosporine A (93%) and  by 5 (M BAPTA (68 %). Significant inhibition of cell death (30%; P<0.05) was also observed in the presence of 5 (M BAPTA. No effects cell death were detected during the incubation with 1mM Cd+2. Therefore, a significant increase in the cell death (63 % cell death; P<0.001) was observed when the cells were incubated with 1mM CuSO4, 100 (M dopamine in the presence of 100 (M dicoumarol (a specific inhibitor of DT-diaphorase, E.C. 1.6.99.2). We observed also a significant increase nuclear fragmentation in Feulgen-stained nuclei (P<0.01) without caspase-3 activation. In addition, the toxic effects were inhibited in 30 % ( P<0.05) and   57 % (P<0.01) when  the cells were incubated in the presence of 5 (M BAPTA or 1mM Cd+2, but no effect of 5 (M cyclosporine A was observed. Therefore, a release of mitochondrial calcium was observed, which was inhibited by 5 (M BAPTA ( 84 %), but was not inhibited by 5 (M cyclosporine A. We concluded that it is possible that two mechanisms are able to occurs a) acute cell death when DT-diaphorase is inhibited with concomitant formation of radicals and disruption of calcium homeostasis in the mitochrondria and cytosol conducing to cell death, and b) caspase-independent cell death induced by aminochrome formation with disruption of mitochondrial calcium homeostasis. FONDECYT 1020672.
CP44

AUMENTO EN LA EXPRESIÓN DE GENES DEPENDIENTES DE ACTIVIDAD EN NEURONAS GLUTAMATÉRGICAS CEREBELARES DE PACIENTES ESQUIZOFRÉNICOS. (Increase in the expresión of activity-dependent genes in cerebelar glutamatergic neurons from schizophrenic patients) Rodrigo Paz, Nancy Andreasen, Juan Bustillo, Rosalinda Roberts y Nora Perrone-Bizzozero. Departamento de Neurociencias, Facultad de Medicina, Universidad de Nuevo Méjico.
Tres grupos independientes han reportado un consumo incrementado de glucosa o un aumento en el flujo sanguineo cerebral en el cerebelo de pacientes esquizofrénicos. El sustrato celular de esta anormalidad permanece desconocido. El objetivo de este estudio fué establecer si las células granulares en los hemisferios laterales de la corteza cerebelar de pacientes esquizofrénicos podrían estar hiperactivas. Los ARN mensajeros de tres genes expresados por neuronas glutamatérgicas de una manera dependiente de actividad, BDNF, GAP-43 y GABAAδ, fueron determinados en tejido cerebelar de pacientes esquizofrénicos y controles sin patología psiquiátrica. El tejido post-mortem fué obtenido de la colección de cerebros de la Universidad de Maryland. Tejido correspondiente a la corteza de los hemisferios cerebelares de la región crus I/VIIa fué disecado y congelado a -80 grados celcius. Muestras con un pH inferior a 6.0 no fueron incluidos en el estudio. Los pacientes seleccionados cumplían criterios para esquizofrenia de acuerdo al manual DSM-IV. Pacientes con antecedente de abuso o dependencia de alcohol u otras drogas excepto nicotina fueron excluidos. Controles sin patología psiquiátrica fueron seleccionados de manera de corresponderse con las edades de los pacientes y el intervalo entre la muerte y el almacenamiento del tejido (Intrevalo Post-Mortem) El tejido luego fue descongelado y homogenizado usando Polytron (Kynematica, Suiza) en solución Tri-Reagent (Sigma.MO). La calidad del ARN total fué verificada en geles de agarosa. El DNA complementario fué  sintetizado usando transcriptasa reversa (Sigma. MO). Los niveles de los ARN de interés fueron determinados por reacción de polimerasa en tiempo real (qPCR) usando reactivos disponibles comercialmente (Applied Biosystems, CA). Los niveles de los ARN mensajero en estudio fueron normalizados con los de GAPDH. Tejido correspondiente a 14 pacientes y 14 controles fué finalmente analizado. Las determinaciones fueron hechas de manera ciega a la condición del donante. El análisis estadístico fué realizado usando T de Student para muestras no pareadas y análisis de covarianza (ANCOVA). Además, curvas de regresión lineal (Pearson) fueron usadas para establecer si los niveles de expresión de genes dependientes de actividad  correlacionaban entre si. 12 ratas macho fueron inyectadas con haloperidol o solución salina 1mg/kg dia durante 6 meses. El tejido cerebelar de estos animales fué procesado de manera similar para controlar el efecto de exposición crónica a antipsicóticos sobre la expresión de genes dependientes de actividad en tejido cerebelar. Los ARN mensajeros de los tres genes dependientes de actividad se encontraron significativamente elevados en la corteza cerebelar de los pacientes esquizofrénicos. En contraste, los niveles de GABAAα6, un gen también expresado selectivamente por las células granulares del cerebelo, pero de una manera independiente de actividad, no se encontraron alterados. Los niveles de expresión de los tres genes dependientes de actividad correlacionaron postivamente entre si, pero no con los niveles de GABAAα6. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresión de BDNF, GAP-43, GABAAδ o GABAAα6 en  cerebelo de ratas tradas crónicamente con haloperidol o solución salina. La mayoría de las neuronas glutamatérgicas en la corteza cerebelosa corresponden a células granulares. El hallazgo de una expresión aumentada de BDNF, GAP-43 y GABAAδ en la corteza cerebelosa de pacientes esquizofrénicos, sugiere que la actividad de las celulas granulares está aumentada en estos pacientes. Es poco probable que estos cambios se deban a exposición crónica a antipsicóticos. Considerando recientes estudios que indican un rol clave para las células granulares del cerebelo como reguladoras del flujo de información sensorial a la corteza cerebelar, la hiperactividad de estas neuronas en esquizofrenia podría tener profundas consecuencias para el procesamiento de la información sensorial en el cerebelo de estos pacientes. 

CP45

¿ES EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN GATA-3 RESPONSABLE DE LA EXPRESIÓN DE UROCORTINA EN EL NÚCLEO DE EDINGER-WESTPHAL?. (Is the transcription factor GATA-3 responsible for the expresión of urocortine in the Edinger-Wesrphal nucleus?) Claudio Pérez, Paola Haeger, María Estela Andrés, Katia Gysling. Laboratorio de Farmacología-Bioquímica, Departamento de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

El péptido Urocortina (UCN) es un péptido de la familia de la hormona liberadora de Corticotrofina muy conservado evolutivamente. UCN ha sido relacionada, a través de modelos animales, a las conductas de estrés y adicción. En el SNC, UCN se expresa mayoritariamente en el núcleo de Edinger-Westphal (EW) el cual fue descrito originalmente como parte del complejo oculomotor, sin embargo, creciente evidencia sugiere que las neuronas UCN-positivas del EW participan en funciones asociadas al sistema límbico.  Por lo tanto, resulta de interés conocer el o los factores que determinan la alta expresión de UCN en el EW. Para ello, se analizaron las secuencias descritas para el promotor de UCN en humano, rata y ratón utilizando herramientas de alineamiento y predicción de elementos de respuesta para factores de transcripción. Luego se contrastó esta información con la expresión de los factores de transcripción en tejidos que expresan UCN. Los resultados del análisis muestran una gran identidad de secuencia en la región promotora del gen de UCN en las 3 especies analizadas. Además, el promotor de UCN presenta elementos de repuesta consenso para los siguientes factores de transcripción cuya expresión en tejidos que contienen UCN está documentada:ara los iguientes factores de transcripciies analizadas. r de UCN humano et e. del VTA ATF, GATA, CREB, AP-1, AP-4, En-1 y c/EBP. Se seleccionó la familia GATA debido a que todos los tejidos que expresan UCN también expresan GATA y que este factor tiene una expresión restringida en el SNC. Mediante RT-PCR se estudió la expresión de los RNAm para los distintos factores de la familia GATA. Se detectó la expresión del RNAm sólo para el factor GATA-3 en el cerebro medio de la rata, a nivel del Edinger-Westphal. Actualmente, mediante experimentos de transfección heteróloga se evalúa la capacidad de GATA-3 para regular la actividad transcripcional del promotor de UCN humano. DIPUC 2005/02

CP46

LA QUINASA c-Abl INTERACTÚA CON PROTEÍNAS SINÁPTICAS Y SU EFECTO ES MODULADO POR LITIO. (c-Abl kinase interacts with synaptic proteins and its effect is modulated by lithium) Karen Pérez de Arce.1,2 , Alejandra Cifuentes.1, Nibaldo C. Inestrosa 2 y Alejandra R. Alvarez 1  1Laboratorio de Señalización Celular, Departamento de Biología Celular y Molecular y 2Centro de Regulación Celular y Patología “Joaquín V. Luco” (CRCP), Instituto Milenio MIFAB, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

La familia de tirosinas quinasas Abl son importantes reguladores de la dinámica del citoesqueleto y se ha descrito que modulan morfogénesis neuronal en respuesta a la activación de receptores de superficie. Actualmente existe evidencia de que estas quinasas podrían regular la función sináptica pero se desconocen los mecanismos que median estos efectos. Por otra parte, se ha establecido que la vía de señalización Wnt regula la morfogénesis neuronal y es fundamental en promover la formación y diferenciación de la sinapsis. Aunque no ha sido determinado si la vía Wnt modula la función de la quinasa c-Abl, ambos tienen importantes funciones en la dendrogénesis y el remodelamiento axonal. En este trabajo hemos observado que c-Abl se encuentra en estructuras sinápticas y co-localiza con marcadores sinápticos. También hemos observado que c-Abl interactúa con PSD-95, una proteína central en la formación de estructuras post-sinápticas. Esta interacción es alterada por tratamientos con el inhibidor de las quinasas Abl (STI571 10μM) y por tratamientos con litio (5mM), un regulador positivo de la vía Wnt. Estos resultados permiten sugerir que c-Abl participa en la formación y/o estabilidad de la sinapsis y que sus efectos podrían ser modulados por la vía de señalización Wnt. Fondecyt1040782 / FONDAP13980001

CP47

ESTUDIOS NEUROANATÓMICOS DE LA REGIÓN NO-PREGANGLIÓNICA DEL NÚCLEO EDINGER-WESTPHAL EN EL CEREBRO DE LA RATA. (Neuroanatomical studies of the non-preganglionic region of the Edinger-Westphal nucleus in the rat brain) Gabriel Quiroz, Elías Blanco, Paola Haeger y Katia Gysling. Laboratorio de Farmacología-Bioquímica, Departamento de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile. 

El núcleo de Edinger–Westphal (EW) se localiza en el cerebro medio, ventral al acueducto y en el mismo plano antero-posterior que  los núcleos dopaminérgicos del área tegmental ventral, y sustancia nigra. Originalmente, el EW fue descrito como un componente del complejo oculomotor. Pero, en los últimos años han surgido fuertes evidencias sugiriendo que EW estaría participando en termorregulación, estrés y en adicción. Existen evidencias anatómicas en humanos y ratones que las neuronas del EW no expresan marcadores del fenotipo colinérgico. Por el contrario, se ha determinado que las neuronas del EW expresan varios neuropéptidos activos como CART, urocortina (UCN), sustancia P y colecistoquinina. Mediante estudios de inmunofluorescencia doble se estableció que un mismo tipo neuronal del EW expresa tanto CART como UCN, y que además dichas neuronas son sensibles a la activación por estrés fisiológico y a desafíos con drogas de abuso.  El objetivo de este trabajo es estudiar la distribución neuroanatómica de las neuronas del EW en el cerebro de la rata y su relación con los sistemas colinérgicos y catecolaminérgicos. Para ello, se utilizó doble inmunohistoquímica y análisis en tres planos anatómicos (coronal, sagital y horizontal). Los resultados muestran que CART y UCN siempre colocalizan en las neuronas del EW. Además, se observó que las neuronas CART y UCN-positivas se encuentran en la vecindad de neuronas colinérgicas pero nunca colocalizando con inmunoreactividad tipo-colinoacetiltransferasa. Los datos anatómicos obtenidos muestran un continuo entre las neuronas del EW y las neuronas tirosina hidroxilasa-positivas mesencefálicas. En conclusión, las neuronas CART y UCN positivas del EW en la rata estructuran un núcleo no-colinérgico en el cerebro medio cuyo polo anterior genera un continuo con las neuronas catecolaminérgicas mesencefálicas. Financiado por Proyectos FONDECYT 101-10117 y DIPUC 2005/02P 

CP48

SINCRONÍA DE FASE A MÚLTIPLES ESCALAS EN CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA DE RATA ANESTESIADA DURANTE LA ESTIMULACIÓN LOCAL Y GLOBAL DE VIBRISAS FACIALES. (Multiple scale phase synchrony in primary somatosensory of anesthetized rat during local and global stimulation of wiskers) Fernando Ramírez, Eugenio Rodríguez, Pedro Maldonado. CENI, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
La evidencia disponible indica que en el cerebro existen múltiples niveles de organización contenidos uno dentro del otro, observándose posibles mecanismos temporales de integración de la actividad cortical en muchos de estos. Se ha descrito la sincronía neuronal como mecanismo de integración neuronal desde el nivel de espigas unitarias hasta el de potenciales de campo local (LFP). En el dominio espacial, usando electrodos intracorticales se ha observado sincronización en fase de los LFPs a distancias en el rango de milímetros, como también sincronización ampliamente distribuida en la corteza usando electrodos de superficie. Surge entonces la pregunta por la función y relaciones entre estos distintos niveles de sincronía. Hasta la fecha no se ha abordado la problemática propuesta por el registro simultáneo de la actividad cortical a múltiples escalas tanto en el dominio espacial como temporal, y con este objetivo se construyó un arreglo con electrodos de distintos diámetros e impedancias, dispuestos en un arreglo de inspiración fractal, i.e 9 electrodos intracorticales de 25µm, tres electrodos intracorticales de 126 µm y un electrodo de superficie de ~640 µm. Valiéndose de este nuevo arreglo de electrodos el presente trabajo muestra las relaciones de fase exhibidas por la corteza somatosensorial primaria de rata anestesiada con uretano durante estímulos de locales (una o dos vibrisas) y globales (todas las vibrisas contralaterales). Los resultados indican (i) la presencia de diferentes distribuciones del poder espectral (FFT) dependiendo del diámetro del electrodo, (ii) patrones de sincronización preferentemente locales para los casos en que se estimula una o dos vibrisas, y (iii) una sincronización generalizada para la condición de estimulación global.    

CP49

EXPRESION DIFERENCIAL DE TIROSINA HIDROXILASA EN NUCLEO SUBTALAMICO Y SUSTANTIA NIGRA DE RATA EN UN MODELO DE PARKINSON PRESINTOMATICO. (Differential expresión of rat tyrosine hydroxilase in the subthalamic nucleus and sustantia nigra in a model of presymptomatic Parkinson desease) Rioseco C, Abarca J, Riquelme E y Bustos G. Lab. de Farmacología-Bioquímica, Depto. de Biología Celular y Molecular, P. Universidad Católica de Chile.

Durante las etapas tempranas de la enfermedad de  Parkinson existe un aumento en la actividad neuronal eferente del núcleo subtalámico (NST). Por lo tanto, se estudió en NST la presencia de marcadores moleculares como tirosina hidroxilasa (TH), el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) y su receptor TrkB, para analizar su expresión en un modelo experimental de Parkinson presintomático en ratas. Utilizando técnicas inmunocitoquímicas, se analizó la presencia de TH, TrkB full length y BDNF, en NST  de ratas normales y en ratas lesionadas parcialmente con 6-OH-DA, a nivel de la vía DAérgica nigro-estriatal. En NST se observó una marca inmunopositiva (IP) en cuerpos neuronales para el caso de anticuerpos contra TrkB full length y BDNF. En el caso de TH, la marca IP, se presentó solamente en fibras. A los 4 días luego de la lesión DAérgica se observó un aumento en la marca IP para TH en el NST. Por otra parte, la marca de TH se mantuvo inalterada en SN y disminuída en CE.  Adicionalmente no se observaron cambios en la marca IP de BDNF y TrkB en NST y SN luego de la lesión DAérgica. Los resultados obtenidos permiten sugerir que los terminales DAérgicos en el sistema extrapiramidal se regulan diferencialmente en una forma region cerebral-dependiente en respuesta a una lesión temprana de la vía DAérgica nigro-estriatal, siendo particularmente interesante la regulación positiva de TH que ocurre a nivel del NST. Apoyado parcialmente por proyecto FONDECYT 1050981

CP50

ESTUDIO ACERCA DE LA TOXICIDAD DE L-DOPA EN CÉLULAS RCSN-3. (Study about L-Dopa toxicity in RCSN-3 cells) Riveros-Campos A., Paris I., Martínez-Alvarado P., Fuentes-Bravo P., Lozano J., Cárdenas S., Graumann R., Pérez-Pastene C., Caviedes P., Segura-Aguilar J.; Farmacología Clínica y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
La oxidación de la dopamina vía aminocromo podría ser la responsable de la muerte de las células dopaminérgicas del sistema nigrostriatal, característica de la enfermedad de Parkinson. La reducción de aminocromo con un electrón produce el radical leukoaminocromo o-semiquinona, el cual induce neurotoxicidad cuando la enzima DT- diaforasa es inhibida. La DT- diaforasa es una flavoproteina que cataliza la reducción de aminocromo con dos electrones, compitiendo con la reducción con un electrón y previniendo así la toxicidad. La L-dopa es un precursor de dopamina y como tal, ha sido utilizado como fármaco en el tratamiento de pacientes con esta enfermedad. Los drásticos efectos secundarios del  tratamiento de la enfermedad con L-dopa abre la duda acerca de la responsabilidad de la L-dopa como agente neurotóxico en estos efectos secundarios. Debido a que este tema se ha transformado en una controversia hemos estudiado los efectos tóxicos y su mecanismo molecular en células RCSN-3 derivadas de sustancia nigra de rata adulta. Estas células son un modelo apropiado debido a que produce y libera dopamina, expresan transportadores monoaminérgicos, produce neuromelanina, etc. Para esto se comprobó la presencia de las enzimas tirosina hidroxilasa y L-dopa decarboxilasa que metabolizan la L-dopa a dopamina, mediante inmunotinción en células RCSN-3. Se estudió el rol de determinadas concentraciones de L-dopa incubando las células en presencia de 100 uM de α-metil-p-tirosina y 100 uM de m-hidroxibenzilhidrazina, inhibidores de las enzimas tirosina hidroxilasa y L-dopa decarboxilasa respectivamente; y bajo estas condiciones 1 uM de L-dopa indujeron 8 ± 2 % de muerte celular, lo cual aumentó significativamente al incubar esto con 10 uM de Dicumarol, inhibidor de la enzima DT- diaforasa (17 ± 3 %). La incubación de células con 10 uM L-dopa indujo 37 ± 2 % de muerte celular, lo que aumentó significativamente en presencia de 10 uM de Dicumarol (60 ± 4 % p<0.05). De acuerdo a esto creemos que es de suma importancia dilucidar los posibles efectos neurotóxicos de la L– dopa y las posteriores consecuencias que esto conlleva en la administración de ésta en pacientes con la enfermedad de Parkinson. Financiado por FONDECYT 1020672.

CP51

PARTICIPACION DEL ORGANO SUBCOMISURAL EN LA ESTENOSIS DEL ACUEDUCTO CEREBRAL QUE CONDUCE A UNA HIDROCEFALIA SEVERA. (Participation of the subcomisural organ in the stenosis of the brain aquaduct that leads to severe hydrocephalia) Sara Rodríguez, Karin Vio, Carolina Wagner, Alexander Ortloff, Antonio Jiménez1, José Manuel Pérez Fígares1, Tohru Tezuka2, Esteban Rodríguez. Instituto de Histología y Patología, Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile, 1 Departamento de Biología Celular, Universidad de Málaga, España; 2 Institute of Medical Science, University of Tokio, Japan

 Se han detectado cambios en el complejo órgano subcomisural-fibra de Reissner (OSC-FR) en todas las especies que desarrollan hidrocefalia congénita. Sin embargo, la pregunta si estos cambios preceden a la hidrocefalia, o son consecuencia de ella, no ha sido aclarada. Hemos reportado que en la rata, la transferencia materna de anticuerpos contra las glicoproteínas de la FR a los fetos y a las crías bloquea la formación de FR, conduce a  estenosis acueductal y a hidrocefalia. Tomando en cuenta  que en la rata la primera FR se forma al día postnatal 7 (PN-7), diseñamos un protocolo para la inmunoneutralización postnatal del OSC. Anticuerpos contra las glicoproteínas de la FR fueron perfundidos al LCR en PN-2 y PN-5. En postnatal 30, el 74% de estas ratas carecían de FR, presentaban estenosis acueductal e hidrocefalia.Una estrategia diferente fue investigar el OSC en tres especies mutantes que desarrollan hidrocefalia congénita: el ratón hyh, ratón nockout Fyn y la rata HTx. En el ratón hyh normal el OSC termina la formación de la primera FR en  PN-7, mientras que los hidrocefálicos no lo hacen; la ausencia de FR precede a la obliteración del AS y al desarrollo de hidrocefalia severa. En las ratas HTx hidrocefálica aproximadamente el 80% de la masa secretoria del OSC está ausente y la FR está ausente. El ratón nockout Fyn carece de OSC y FR y desarrolla hidrocefalia severa. Puesto que la ausencia de FR aparece como un evento clave en el desarrollo de la hidrocefalia, se realizaron estudios para dilucidar el mecanismo responsable de esta ausencia. Así, el OSC del ratón hyh mostró una disminución de la expresión del mRNA de la  SCO spondina, la principal proteína constitutiva de la FR y una alteración del pattern de las proteínas secretorias presentes en el OSC, sugiriendo un anormal procesamiento de las proteínas. Todas estas evidencias indican que una alteración primaria en el OSC gatilla el proceso hidrocefálico. Financiamiento: Proyecto Fondecyt 1030265

CP52

LA EFICACIA DE LA TERAPIA CON ANTIDEPRESIVOS NO SE RELACIONAN CON POLIMORFISMOS EN EL RECEPTOR DE  GLUCOCORTICOIDES (Efficacy of antidepressive therapy in unrelated to polymorphisms of the glucocortichoid receptor) 1P. Rojas, 1A. Sapag, 2V. Araya, 2R. Fritsch, 2H. Silva, 3L. Herrera, 1H. Lara, 4M. Cordero, 1J. Fiedler. 1Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, 2Hospital Clínico y 3Programa de Genética, Facultad de Medicina. Universidad de Chile, Hosp. 4Sótero del Río.

La depresión mayor está determinada por diversos factores como el estrés, el cual induce la secreción de glucocorticoides (GCs) mediada por la activación del eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal (HHA), a través de CRH, ACTH y cortisol. En el control inhibitorio de este eje, participa el receptor de GCs (GR). En individuos depresivos se observa una mayor secreción episódica de GCs, quizás relacionada a variaciones polimórficas funcionales en la secuencia del GR, provocando alteraciones en el control negativo que ejercen los GCs sobre el eje HHA. Se determinó si la eficacia del tratamiento antidepresivo con Venlafaxina se correlaciona con las frecuencias alélicas de algunos polimorfismos en el gen del GR y con la funcionalidad del eje HHA. Individuos diagnosticados con depresión mayor por medio del test de Hamilton se sometieron a tratamiento farmacológico con el antidepresivo Venlafaxina. La evaluación de la funcionalidad del eje HHA se realizó mediante la inyección de Desmopresina que emula la acción de CRH, observándose un aumento de la secreción de ACTH en individuos sanos respecto a los depresivos, aunque ambos grupos presentaron niveles comparables de cortisol. Mediante la amplificación por PCR se determinó  que los polimorfismos en los codones 22, 23, 641 y 729 del gen del GR no están presentes en los pacientes depresivos estudiados ni en una muestra poblacional. El 61% de los pacientes respondieron a la primera semana de tratamiento evaluado por la reducción en un 25% en el puntaje del test de Hamilton. En cambio, el 39% de los pacientes no presentan esta respuesta temprana. De este último grupo sólo el 50% fueron resistentes al tratamiento crónico con Venlafaxina (6 semanas). En pacientes depresivos, la Desmopresina no estimula la secreción de ACTH, posiblemente por una disminución de los receptores de CRH. Sin embargo, se observó en estos individuos una secreción de cortisol semejante a los controles, sugiriendo una sensibilización a nivel de la glándula adrenal. La respuesta frente a la Venlafaxina no se asocia a variaciones polimórficas en el GR.  FONDECYT 1040937

CP53

PHASE SYNCHRONIZATION IN PRIMARY VISUAL CORTEX OF MONKEYS VIEWING NATURAL STIMULI. (Sincronización de fase in corteza visual de monos explorando estímulos naturales) Pedro Rosas, Francisco J. Flores, Pedro Maldonado y Eugenio Rodriguez. Departamento de Fisiología y Biofísica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

We have previously found that synchronous activity, as well as gamma and beta range oscillations, appears frequently in the cebus primary visual cortex during visual fixation epochs while the animals freely viewed natural images. We now examined whether synchronization at a larger scale (local field potential signals, LFPs) is also apparent during visual fixations under four different viewing conditions: i) free viewing of natural images, ii) a match to sample task of a small object embedded in a natural image, iii) free viewing of an array of faces and, iv) free viewing of an array of non-objects. We recorded LFPs with an array of 8 movable tetrodes implanted semi-chronically in the primary visual cortex of cebus monkeys. We computed the average phase-locking spectrograms for frequencies ranging from 10 to 110 Hz, for all electrode pairs (one channel per tetrode) for all fixation events (N ranged from 337 to 19560, depending on the viewing condition). We normalized the spectrogram against the average values for the 100 msec previous to the onset of fixations. During the free viewing of natural images, we found significant (z > 3) phase synchronization at 25 and 40 Hz during 40 to 80 msec after the onset of fixations. Synchronous activity was also significant during the match-to-sample task, but at an earlier time (30-50 msec) and at a higher frequency range (60-80 Hz). In contrast, the array of faces produced significant phase synchronization only in the beta band (10-15 Hz), while no phase synchronization was observed during free viewing of non-objects. Our results suggest that the phase locking values of the LFP signals is stimulus and task dependent. Furthermore, the timing of the LFP phase locking value matches the timing of our results for single unit synchronization obtained previously. Support Contributed By: CENI, Iniciativa Cientifica Milenio and Fondecyt 3050022

CP54

PROTEÍNAS DE ANDAMIO EN LOS CILIOS DEL EPITELIO OLFATORIO. (Scaffolding proteins in the cilia of the olfactory epithelium) Saavedra MV1, Thomas U2, Gundelfinger ED2, Wyneken U3, Bacigalupo J11. Dept Biología, Facultad de Ciencias, U. de Chile 2. Neurochem. Dept, Leibniz Inst. for Neurobiology, Alemania 3. Lab Neurosciencia, Facultad de Medicina, U. Los Andes, Chile.

El sistema olfatorio discrimina entre miles de moléculas odorantes, las cuales son detectadas en los cilios de las neuronas receptoras olfatorias (NRO). Las NRO responden a odorantes excitatoria o inhibitoriamente. Una misma célula puede generar los dos tipos de respuestas, ambas mediadas por una cascada de señalización dependiente de AMPc. Lo anterior sugiere un alto grado de compartamentalización de los componentes moleculares de la cascada de transducción en los cilios. Proteínas de andamio podrían dar cuenta de un ordenamiento particular de estos componentes en los cilios. Western blots de distintas fracciones subcelulares de epitelio olfatorio usando un anticuerpo contra dominios PDZ de la sub-familia PSD95/SAP90 revelaron la presencia de varias bandas entre 33 y 120 kDa. Estas estaban presentes en la fracción ciliar y algunas de ellas estaban ausentes en homogenizado de cerebro (control positivo), sugiriendo modificaciones post-transcripcionales de componentes de la sub-familia PSD95/SAP90 o nuevas isoformas de ésta. Mediante inmunohistoquímica y Western blot, se encontró SAP97 en los cilios, los que también contienen proteínas andamio de otras familias, como Shank y CASK, esta última modulada por Ca2+/Calmodulina. Un anticuerpo contra SAP102 reveló una proteína con un menor peso molecular que en cerebro. Experimentos de RT-PCR con cDNA de epitelio olfatorio usando partidores específicos para varias regiones de la SAP102 neuronal, confirmaron que los cilios contienen isoformas de SAP102, posiblemente derivadas de procesamiento alternativo del mRNA. Nuestros resultados muestran la presencia de proteínas de andamio de varias familias en los cilios olfatorios y en los axones aferentes de la neurona olfatoria, donde podrían tener un rol clave la organización del aparato transductor de la señal o alternativamente en el tráfico de sus componentes hacia los cilios. Financiado por: ICM P99-031-F, Fondecyt 1020964, Mecesup UCH0012.

CP55

ATP Y TNF-( INDUCEN LA FORMACIÓN DE UNIONES EN HENDIDURA FUNCIONALES EN MICROGLÍAS. (ATP and TNF-α induce the formation of functional gap junctions in microglia) Sáez Pablo J., Retamal Mauricio A., Shoji Kenji F., von Bernhardi Rommy y Sáez Juan C.. Departamento de Fisiología, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile
Las uniones en hendidura (UH) son conglomerados de canales intercelulares formados por subunidades proteicas denominadas conexinas (Cxs) que conectan el citoplasma de células en contacto. Las microglías son macrófagos del sistema nervioso central que participan en la respuesta frente a noxas, incluyendo patógenos. Combinaciones de citoquinas proinflamatorias como TNF-( y IFN-(, aumentan los niveles de Cx43 e inducen el acoplamiento celular mediado por UH en cultivos primarios de microglías. Se desconoce si líneas celulares derivadas de microglías pueden formar UH funcionales en respuesta a agentes proinflamatorios. A su vez, se desconoce si factores liberados durante el daño celular, como el ATP, afectan la formación de UH entre microglías. Se estudió el efecto de TNF-( (1 ng/mL), IFN-( (1 ng/mL y 10ng/mL), ATP (1 mM) y algunas mezclas de estos compuestos sobre el acoplamiento entre células EOC-20, una línea derivada de microglías murinas, y entre microglías primarias de rata. El acoplamiento celular se evaluó mediante la técnica de acoplamiento a colorante (amarillo de Lucifer, LY). El acoplamiento se evaluó a diferentes tiempos post-tratamiento con los compuestos de interés. Los niveles relativos de las Cxs 43 y 45 en las células EOC-20 se midieron mediante análisis de Western Blot.  La aplicación de ATP, TNF-( o IFN-( por sí solos indujeron un acoplamiento similar al control ((5%). No obstante, exposición a TNF-( más ATP (2 h post-tratamiento) o TNF-( más IFN-( (9 h post-tratamiento) aumentaron el acoplamiento ((30%). En cultivos EOC-20 además se detectó las Cxs 43 y 45. Estos resultados sugieren que la respuesta de la línea celular EOC-20 a agentes inflamatorios es similar a la de los cultivos microgliales primarios, indicando que es un buen modelo para estudiar la expresión y funcionalidad de las UH en microglía. 

CP56

LA INHIBICIÓN METABÓLICA INDUCE INTERCAMBIO DIFUSIONAL A TRAVÉS DE HEMICANALES DE UNIONES EN HENDIDURA PRESENTES EN LA SUPERFICIE DE CÉLULAS HELA TRANSFECTADAS CON CONEXINA32. (Metabolic inhibition induces diffusional exchange across gap junction hemichannels present in the surface of HELA cells transfected with Connexin 32) Helmut A. Sánchez, Fernando Avila, Juan C. Sáez. Departamento de Ciencias Fisiológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

Las conexinas (Cx) son una familia de proteínas que forman canales de uniones en hendidura que comunican el citoplasma de células adyacentes. Cada canal está formado por dos hemicanales en serie. La Cx32 es expresada por células que incluyen a los oligodendrocitos y a los hepatocitos, y la apertura prolongada de hemicanales formados por la Cx32 podría inducir y/o acelerar la muerte celular, pero se desconoce las condiciones fisiológicas o fisiopatológicas que inducen apertura. En el presente trabajo se evaluó si células HeLa transfectadas con la Cx32 (HeLa-Cx32) forman hemicanales funcionales. El estado funcional de los hemicanales se evaluó mediante el ensayos de captación de bromuro de etidio (10 μM) desde el medio extracelular en células controles o sometidas a inhibición metabólica (IM; iodoacetato, 0.3mM; antimicina A, 5 ng/ml) o en células incubadas en medio sin Ca2+, condición que abre hemicanales en otros sistemas. Los niveles de expresión de la Cx32 presentes en cada célula se evaluaron por inmunofluorescencia. En las células HeLa-Cx32, la IM indujo 1,3 veces más captación de colorante que en células no transfectadas con la Cx32. Se obtuvo resultados similares en células HeLa-Cx32 bañadas con medio sin Ca2+.  En células HeLa-Cx32, la captación de bromuro de etidio se correlacionó directamente con los niveles de la Cx32 (r2 = 0,9). Estos resultados sugieren que hemicanales formados por la Cx32 pueden abrirse bajo IM, lo que podría acelerar la pérdida de viabilidad celular bajo condiciones fisiopatológicas como la isquemia.

CP57

EL RECEPTOR PARA NEUROTROFINAS P75NTR INHIBE AGUDAMENTE AL RECEPTOR NMDA SINÁPTICO. (P75NTR acutely inhibits the NMDA synaptic receptor)  Sandoval R.1,3, Sandoval M.1, Falcon, R., Sandoval S.1, Orrego F.1, Gundelfinger, E.D.2, Wyneken U.1 1Laboratorio Neurociencias, Universidad de los Andes; 2Leibniz Institute for Neurobiology, Magdeburg, Alemania; 3Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La neurotrofina BDNF regula la función sináptica en el SNC adulto, a través de su receptor específico TrkB. Encontramos que en sinapsis excitadoras, la densidad postsináptica además de TrkB, contiene al receptor para todas las neurotrofinas p75NTR. Estudiamos si TrkB y p75NTR regulan la respuesta glutamatérgica, mediada por el receptor NMDA (R-NMDA). Para ello, microtransplantamos densidades postsinápticas a oocitos de Xenopus para registrar corrientes mediadas por el R-NMDA. BDNF  potencia las corrientes (n=14), lo que fue dependiente de TrkB, pero también las inhibe (n=25), lo que fue revertido aplicando  anticuerpos contra p75NTR o contra pro-BDNF. Concluímos que el BDNF usado estaba contaminado con pro-BDNF, lo que fue corroborado por Western blot. Pro-NGF también inhibió al R-NMDA en forma dosis dependiente y reversible, con una Ki de 0.35 nM y una máxima inhibición de 72.7%. La inhibición fue dependiente de p75NTR e independiente de TrkB. Experimentos de inmunoprecipitación y pull-down mostraron que p75NTR interactúa con el dominio PDZ3 de la proteína andamio PSD-95. En conclusión, p75NTR es un componente del complejo-receptor NMDA en la DPS, donde  inhibe al R-NMDA. Por lo tanto, BDNF y pro-BDNF/pro-NGF tienen efectos rápidos, pero antagónicos, sobre el R-NMDA.  Estos resultados tienen enormes implicancias para la comprensión de mecanismos subyacentes a la plasticidad sináptica. Fondecyt1020257; U.de los AndesMED002-04;  MECESUP UCH 0012

CP58

THE PHYSIOLOGY OF CRYPT CELLS IN THE FISH OLFACTORY EPITHELIUM. (La fisiología de las células criptas en el epitelio olfatorio de pez) Oliver Schmachtenberg. Centro de Neurosciencias de Valparaiso, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso.

Crypt cells from the olfactory epithelium of the Pacific jack mackerel Trachurus symmetricus were characterized by light and electron microscopy and analyzed in dissociation with the patch clamp technique in its cell-attached, perforated patch and normal whole cell mode. Isolated crypt cells remained united with their supporting cells and both were electrically coupled through gap junctions. Under voltage-clamp, depolarizing voltage steps triggered a transient sodium current, a sustained calcium current and two types of potassium currents with fast and slow inactivation kinetics. No calcium-dependent potassium current could be observed. The sodium current was blocked by saxitoxin, the calcium current by cobalt and furnidipine and the potassium currents by TEA. In the cell-attached configuration, crypt cells displayed spontaneous spike activity, and responded to amino acid solutions with dose-dependent excitation followed by a period of spike inhibition. These first recordings of individual crypt cells provide the basis for future studies of their odorant specificity, transduction mechanism and overall function in the fish olfactory epithelium.

CP59

THE ROLE OF OXIDATIVE METABOLISM OF DOPAMINE IN NIGRO-STRIATAL NEURODEGENERATION IN PARKINSON´S DISEASE. (Papel del metabolismo oxidativo en la neurodegeneración nigro-estradial en la enfermedad de Parkinson) Juan Segura-Aguilar. Irmgard Paris, Patricio Fuentes-Bravo, Sergio Cardenas, Rebecca Graumann, Jorge Lozano, Alejandra Riveros, Carolina Perez-Pastene and Pablo Caviedes. Programa de Farmacología Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

One possible mechanism for this neurodegenerative processes observed in Parkinson´s disease (PD) may be the oxidation of dopamine to aminochrome and its one-electron reduction when DT-diaphorase is inhibited. Dopamine oxidation to aminochrome the precursor of neuromelanin seems to be a normal process in substantia nigra since this pigment is present in normal human brain and accumulate with the age. There are two important mechanisms that prevent dopamine oxidation: (i) incorporation of dopamine into monoamine transporter vesicles (VMAT). and (ii) degradation of dopamine with MAO. However, aminochrome can be reduced with one electron by flavoenzymes to leukoaminochrome o-semiquinone radical, which we have proposed to be the endogenous neurotoxin responsible for neurodegenerative process in dopaminergic neurons. This reaction can be prevented by DT-diaphorase, an unique flavoenzyme which catalyzes the two-electron reduction of aminochrome and constitutes the 97% of total quinone reductase activity in rat substantia nigra. We have strong evidences supporting a possible neuroprotective role of DT-diaphorase in dopaminergic neurons: (a) DT-diaphorase prevents Cu-neurotoxicity in RCSN-3 cells. The mechanism of Cu-neurotoxicity seems to involve (i) formation of a Cu-DA complex; (ii) DA-dependent uptake via DAT of Cu into dopaminergic neurons; (iii) oxidation of DA to aminochrome; (iv) one-electron reduction of aminochrome to leukoaminochrome o-semiquinone radical by inhibition of DT-diaphorase with dicoumarol; (b) DT-diaphorase prevents Mn-neurotoxicity. Mn3+ is a potent oxidizing agent of dopamine and it induces toxicity in RCSN-3 cells when the cells are exposed to aminochrome by oxidizing dopamine with Mn3+ in the cell culture medium prior addition to the cells in the presence of dicoumarol. Administration of intracerebral Mn3+ together with dicoumarol into the left medial forebrain bundle produced a behavioural pattern characterized by contralateral rotational behaviour when the rats were stimulated with apomorphine, in a manner similar to that observed in animals with unilateral 6-hydroxy-dopamine- induced lesions;  (c) DT-diaphorase prevents dopamine dependent iron neurotoxicity in RCSN-3 cells. The mechanism of iron-neurotoxicity seems to involve: (i) formation of Fe-dopamine complex; (ii) specific uptake of Fe-dopamine complex via monoaminergic transporter; (iii) dopamine oxidation to aminochrome; (iv) one-electron reduction of aminochrome when DT-diaphorase is inhibited with dicoumarol; (d) DT-diaphorase prevent neurotoxicity in RCSN-3 cells when VMAT is inhibited; and (e) Polymorhism C609T in DT-diaphorase in PD patients has been reported to increase the risk of developing this disease in a study done in China. FONDECYT 1020672.

CP60

LA ADMINISTRACIÓN NEONATAL DE VALERATO DE ESTRADIOL PRODUCE UN AUMENTO DE LA ACTIVIDAD NERVIOSA SIMPÁTICA OVARICA Y UN AUMENTO DEL CONTENIDO DE MONOAMINAS EN HIPOTÁLAMO VENTROMEDIAL DE RATA ADULTA. (Neonatal administration of estradiol valerate produces increase in ovaric sympathetic neural activity and increase of monoamines content in the ventromedial hypothalamus of adult rat) Sotomayor Zárate, Ramón(; Dorfman Pessó, Mauricio; Lara Peñaloza, Hernán. Laboratorio de Neurobioquímica, Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. (Becario MECESUP Proyecto UCH 0208.

Estudios epidemiológicos y en animales han demostrado que los xenoestrógenos alteran en forma permanente la diferenciación y desarrollo de distintos órganos. La administración de valerato de estradiol (VE, estrógeno de vida media larga) durante la etapa juvenil de vida de las ratas (cuando la diferenciación ovárica no esta completa), produce muchos cambios en la capacidad reproductiva de estos animales. Estos cambios son resultado de los efectos locales directos de VE a nivel ovárico e indirectos a través de la expresión de genes relacionados con el trofismo neuronal que activan los nervios simpáticos que inervan el ovario. Además, esta hormona actúa sobre los sistemas noradrenérgicos y serotoninérgicos hipotalámicos que posiblemente están regulando los circuitos de comunicación nerviosa con el ovario. De acuerdo a estos antecedentes sugerimos que la exposición de ratas neonatas a VE afecta la función reproductiva mediante la activación nerviosa ovárica e hipotalámica (región en que se origina la vía neural que inerva el ovario). Los resultados de este trabajo nos muestran alteraciones profundas de la función reproductiva (( del Nº de quistes y prequistes ováricos, con una consecuente ( en la capacidad ovulatoria). La activación nerviosa ovárica y periférica, se apreció como ( significativo del contenido de Noradrenalina (NA) ovárica y del contenido de catecolaminas totales en glándula adrenal. A nivel hipotalámico hubo un ( significativo del contenido de serotonina (5-HT) y NA, sin embargo, la dopamina (DA) sólo tuvo tendencia a aumentar. Estos resultados nos muestran que la exposición neonatal a VE afectaría en la rata la función reproductiva que puede ser asociada con aumentos en los niveles de monoaminas en el hipotálamo. La importancia de este hallazgo se relaciona con el posible efecto que provoca la exposición perinatal de crías a xenoesteroides, incluyendo a humanos. Este aumento de transmisión NAérgica y 5-HTérgica a nivel central se puede asociar con datos epidemiológicos de mujeres con síndrome de ovario poliquístico cuyos niveles de ansiedad estan elevados. Lo novedoso del aumento en la actividad 5-HTérgica, nos abre nuevas perspectivas para intervenir farmacologicamente este sistema. Financiado por Proyecto Fondecyt 105-0765 y Beca PG/79/2004 del Departamento de Postgrado y Postitulo de la Universidad de Chile.

CP61

EL STRESS CRÓNICO AFECTA LA CORTEZA AUDITIVA MAS QUE LA VISUAL EN RATAS: EVIDENCIA MORFOLÓGICA. (Chronic stress affects the auditory cortex more than the visual cortex in rat: Morphologic evidence) Terreros G.1, Dagnino-Subiabre A.1,2, Zepeda R.1, Díaz-Véliz G.2, Mora S.2 y  Aboitiz F.1.1Departamento de Psiquiatría, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Católica de Chile. 2ICBM, Universidad de Chile.

Previamente demostramos que el stress produce atrofia dendrítica en el colículo inferior de rata, área clave en el procesamiento auditivo. Esta alteración morfológica se correlaciona con el deterioro del condicionamiento auditivo en animales estresados. En este trabajo estudiamos el efecto del stress crónica en la corteza auditiva y visual de rata. Específicamente, analizamos en preparaciones de Golgi el efecto del stress sobre la morfología de las neuronas piramidales de las cortezas auditiva primaria, visual primaria y temporal. El stress produjo una disminución significativa en longitud y ramificaciones en neuronas piramidales de las capas II-III (24% y 16%, respectivamente; p ( 0.05) y V-VI (49% y 46%, respectivamente; p ( 0.001) de la corteza auditiva primaria y las capas V-VI de la corteza temporal (28% y 30%, respectivamente; p ( 0.01), sin alterar la morfología de las neuronas de la corteza visual primaria. Estos resultados sugieren que la plasticidad inducida por el stress en la amígdala basolateral, podría amplificarse a nivel cortical afectando el procesamiento auditivo cortico-cortical y cortico-amigdalar, lo cual sería importante en el desarrollo de las alteraciones cognitivas en los animales estresados. Financiamiento: Núcleo Milenio Neurociencias Integradas.

CP62

CONEXIONES DE LA TAENIA TECTA ventral EN RATA; VÍAS AXONALES RETROGRADAS Y ANTEROGRADAS. (Connections of the rat ventral taenia tecta; retrograde and anterograde axonal pathways) Adriana Treuer y Fernando Torrealba. Departamento de Fisiología, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.
La Taenia tecta forma parte del sistema olfatorio principal. Esta se subdivide citoarquitectónicamente en dos partes: la Taenia tecta dorsal (dTT) y la Taenia tecta ventral (vTT). La mayor parte de la dTT se sitúa ventral al polo anterior del cuerpo calloso. La vTT desciende como una angosta banda desde la dTT al pedúnculo olfatorio. La TT presenta los más altos niveles en el cerebro de mRNA del receptor para orexina, neuropéptido que regula estados del despertar, aumenta los niveles de la ingesta de alimento y drogas de adicción, y está implicado en el desorden del sueño conocido como narcolepsia. Las conexiones aferentes y eferentes de las divisiones de la TT se desconocen. Mediante técnicas de microinyecciones de trazadores axonales, (BDA, trazador anterógrado y CtB, trazador retrógrado), y complementadas con técnicas inmunocitoquímicas, se procedió a realizar el mapeo completo de las conexiones aferentes y eferentes de la vTT en ratas Sprague-Dawley adultas. Demostramos experimentalmente que la vTT se conecta con núcleos y áreas corticales relacionados con los sistemas visceral, olfatorio y alimenticio. Encontramos fuertes a moderadas conexiones recíprocas con dTT, Corteza Piriforme capas 1-3, Núcleo de la Banda diagonal, toda la Amígdala, corteza entorinal, n. accumbens, tubérculo olfatorio, n. septales laterales, núcleo Septohipocampal, área hipotalámica lateral, Núcleo Supramamilar lateral, Región Mesencefálica. Además, la vTT recibe fuertes a moderadas conexiones desde el bulbo olfatorio, el n. olfatorio anterior, Hipocampo CA1-CA3, n. paraventricular del tálamo. Estas conexiones sugieren que la vTT podría tener un rol en la integración de señales de alerta, mediadas por orexina desde el área hipotalámica lateral, con señales olfatorias y alimenticias hacia estructuras límbicas y de memoria.  Financiado por Fondecyt 1020718 y DIPUC 2005.

CP63

EL NÚCLEO HISTAMINÉRGICO TUBEROMAMILAR: UN COMPONENTE CLAVE DEL SISTEMA ASCENDENTE ACTIVANTE EN EL DESPLIEGUE DE ALERTA INDUCIDO POR LA MOTIVACIÓN DE COMER. (The tuberomamilar hystaminergic nucleus: a key component of the ascending activating system in the arousal display induced by feeding motivation)  José Luis Valdés, Mónica Recabarren, Paula Farías y Fernando Torrealba. Departamento de Ciencias Fisiológicas, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Católica de Chile.

El alerta corresponde a un aumento de la actividad cerebral general que energiza y le da dirección a la conducta y que es indispensable para que ella ocurra. El alerta esta determinado por la actividad concertada de un conjunto de grupos neuronales conocido como sistema ascendente activante (SAA), dentro de los cuales se incluye el núcleo histaminérgico tuberomamilar (TMN). Nosotros demostramos previamente que durante la fase apetitiva de una conducta motivada como la alimentación, ocurre un aumento en el estado de alerta conductual y autonómico. Este incremento en el estado de alerta se acompaña por la activación secuencial de los núcleos del SAA, siendo el TMN el primero en ser activo. Dado lo anterior y las conocidas proyecciones desde neuronas histaminérgicas hacia otros componentes del SAA, nosotros hipotetizamos que el TMN participa en la activación del resto del SAA durante la fase apetitiva de la alimentación. Para probar esta hipótesis el TMN de ratas macho Sprague Dawley fue lesionado mediante inyección estereotáxica de orx-sap y se evaluó el estado de alerta mediante registros radiotelemétricos de locomoción y temperatura en dos condiciones que inducen alerta: i) Cuando las ratas esperan comer, producto de una alimentación restringida en que el alimento es otorgado diariamente de 10:00 a 12:00 PM hrs. Condición que induciría alerta bajo un control circadiano ii) Cuando las ratas son presentadas con alimento luego de un ayuno de 24 hrs., pudiendo ver u oler el alimento pero no ingerirlo, condición que induciría el alerta bajo un control sensorial. Dado que las neuronas histaminérgicas no sólo poseen histamina como neurotransmisor, un grupo adicional de ratas fue inyectado con el antagonista de los receptores H1 de histamina pirilamina, y  presentado con comida. Las lesiones del TMN previnieron el aumento de  actividad locomotora y temperatura, observados durante presentación de comida y durante anticipación de comida. La inyección de pirilamina indujo una disminución de la temperatura corporal, incapaz de ser revertida por la presentación de alimento, un retardo y disminución de la actividad locomotora y abolió la activación de los núcleos del SAA, a excepción del locus coeruleus.  En conclusión, nuestros resultados demuestran que el sistema histaminérgico es clave en el despliegue del alerta inducido por la motivación por comer y sugieren que el TMN podría estar controlando la actividad de los otros componentes del SAA a excepción del LC. Financiado por Mecesup PUC 0211

CP64

LA EXPRESIÓN DEL APP SWEDISH EN CÉLULAS N2A INDUCE LA EXPRESIÓN DE NEPRILISINA: POSIBLE PAPEL DEL COMPLEJO AICD/C-ABL/FE65. (The expression of swedish APP in N2A cells induces the expression of neprilisine: Possible role of the AICD/C-ABL/FE65 complex) Mary Carmen Vázquez.1,2, Alejandra R. Alvarez1, Nibaldo C. Inestrosa2 1Lab Señalización Celular, Dept Biología Celular y Molecular y 2Centro de Regulación Celular y Patología “Joaquín V. Luco” (CRCP), MIFAB, Fac Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

El procesamiento proteolítico de la Proteína Precursora del Amiloide (APP) por la -secretasa genera un fragmento intracelular denominado AICD, dicho fragmento transloca al núcleo donde modularía trascripción.  Se han descrito diversas proteínas que interactúan con el dominio carboxilo terminal del APP, tales como la proteína adaptadora Fe65 y la quinasa c-Abl.  Esta quinasa fosforila tanto a Fe65 como al APP, modulando la interacción entre ambos.  Si embargo, se desconocen los elementos que modulan la función de AICD en el núcleo. En el presente trabajo hemos sobre expresado establemente, en células Neuro2a, dos mutantes de la proteína APP humana: las variantes “Swedish” (K595N/L596M) y “London” (V717I).  Se observa que las células que expresan APP Swedish y el APP London presentan niveles aumentados de transcripción del gen Neprilisina.  La expresión de Neprilisina se vio aumentada en condiciones de activación de la quinasa c-Abl. Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta se analizó la formación y localización de los pares AICD/c-Abl, c-Abl/ Fe65 y Fe65/AICD.  Los resultados obtenidos sugieren un aumento de los niveles de AICD en las células APP Swedish y probablemente del complejo AICD/Fe65/c-Abl. Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1040782, FONDAP-MIFAB-13980001.

CP65

CONTRIBUCIÓN DE RECEPTORES DE GABAA Y GABAC A LA RESPUESTA VISUAL, EN RETINA DE OCTODÓN DEGUS. (Contribution of GABAA and GABAC receptors to the visual response in the Octodon degus retina) A. Vielma, A. Palacios. Centro de Neurociencias de Valparaíso, Universidad de Valparaíso,

La inhibición de la respuesta visual en la retina, se debe principalmente a los neurotransmisores GABA y Glicina, sin embargo el de mayor interés es el GABA, ya que al presentar diferentes subtipos de receptores, distribuidos estratégicamente en la retina, debería contribuir de distinta manera a la regulación de la respuesta, dependiendo de las condiciones de adaptación (fotópicas o escotópicas), o de las longitudes de onda a las que son sensibles los pigmentos visuales (360 y 500 nm. en O.degus), cuyas vías de señalización son diferentes. La técnica utilizada en este estudio es el electroretinograma (ERG), la cual consiste en situar un electrodo de registro sobre la córnea y uno de referencia en la piel del animal anestesiado, mediante los cuales es posible medir cambios en la corriente global producida en el ojo tras recibir un estimulo luminoso, determinando la sensibilidad del animal en estudio frente a la luz. De este modo, podemos realizar estudios in vivo, del rol de los receptores de GABA, inyectando antagonistas de estos receptores intravitrealmente vía ora serrata, con una aguja fina (calibre 30). Controles con PBS (vehículo en el cual son disueltos los fármacos), muestran que la inyección no provoca daños, que se vean reflejados en la respuesta eléctrica. Picrotoxina, un antagonista de receptores de GABAa y GABAc, provoca un aumento en la onda b del ERG de aproximadamente 23 % a una concentración de 120 μM frente a una estimulación de de 12.8 fotones por micron2 y un aumento en los potenciales oscilatorios. Sin embargo, la comparación frente a diferentes longitudes de onda, del aumento de la respuesta, no es significativa, en condiciones fotópicas. Con bicuculina, antagonista de receptores GABAa, el aumento de la onda b es cercano al 12 %, a una concentración de 120 μM de la droga y 12.8 fotones por micron2. Además, el valor de σ, definido como la intensidad de luz necesaria para obtener la máxima amplitud de la respuesta, se ve afectado por distintas concentraciones de los fármacos utilizados, lo que indica que los diferentes receptores de GABA, juegan un rol importante en la regulación de la sensibilidad del ojo frente a la luz. Así, y con la utilización de otros fármacos, es posible estimar la contribución de éstos receptores, en la retina de O.degus. FONDECYT 104309

CP66

CAMBIOS EN LAS GLICOPROTEÍNAS SECRETORIAS DEL OSC EN EL LCR PODRÍAN ESTAR ASOCIADOS AL DESARROLLO DE HIDROCEFALIA CONGÉNITA. (Changes in secretory glycoproteins of the SCO in the CRL may be associated to the development of congenital hydrocephalia) Vío K, Muñoz RI, Rodríguez EM. Instituto de Histología y Patología. Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile.

La hidrocefalia resulta de la acumulación progresiva de líquido cefalorraquídeo (LCR) en el sistema ventricular, siendo la estenosis del acueducto de Silvio (AS) la causa principal de esta patología. Un grupo de evidencias sugieren que una alteración del órgano subcomisural (OSC) podría estar asociada a la estenosis del AS. El OSC localizado en el techo del tercer ventrículo secreta glicoproteínas al LCR donde parte de éstas forman la fibra de Reissner (FR), mientras otras permanecen solubles. En varios mutantes con hidrocefalia como la rata H-Tx y el ratón hyh) se han observado estenosis del AS y alteraciones inmunoquímicas del OSC. El objetivo del presente trabajo fue investigar probables cambios en las glicoproteínas secretadas por el OSC al LCR. Se analizaron muestras de LCR de ratas H-Tx normales e hidrocefálicas por   immunoblot utilizando un anticuerpo contra las proteínas secretorias del OSC. El análisis mostró: las siguientes alteraciones de los compuestos secretorios inmunorreactivos en el LCR de los mutantes hidrocefálicos: a) presencia de compuestos adicionales, b) ausencia de compuestos presentes en el LCR normal y c) aumento en la concentración de los compuestos reactivos. Estudios preliminares realizados en muestras de LCR de niños con hidrocefalia, utilizando un anticuerpo  dirigido contra extracto de OSC humano, mostró la presencia de proteínas secretorias reactivas, las que están ausentes en LCR de niños no hidrocefálicos. Estos hallazgos muestran que una alteración en la actividad secretoria del OSC  podría estar implicada en la estenosis del AS e hidrocefalia.  Uno de los compuestos reactivos a anti-OSC humano puede ser un marcador de hidrocefalia congénita humana, y ser utilizado para estudios de evaluación clínica. FONDECYT 1030265 . Bicentenario de Ciencia y Tecnología. Inserción Postdoctoral en la Academia. Proyecto Neurociencia.

CP67

EFECTO DE TGF-(1 EN CULTIVOS DE CÉLULAS HIPOCAMPALES Y GLIALES EN CONDICIONES DE PRO-INFLAMACIÓN. (Effect of TGF-β1 in hippocampal and glial cells under pro-inflamatory conditions) Herrera-Molina Rodrigo, Uribe SM. Reinaldo, von Bernhardi Rommy, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Católica de Chile.

TGF-(1 secretado por células hipocampales disminuye la producción de O2._ y NO inducida por IFN-( en glía (Neurobiology of Disease 19 (2005) 229–236). También mostramos que este efecto de TGF-(1 es mediado por la inhibición de ERK1,2 (Neurotoxicity Research, En Prensa). Aquí exploramos la secreción de TGF-(1 y su efecto sobre las vías de señalización que participan en la producción de O2._ y NO. Tanto la actividad biológica como la proteína precursora del TGF-(1 estaban presentes en el medio de cultivo de células hipocampales control. En condiciones pro-inflamatorias (LPS + IFN-() la actividad biológica de TGF-( aumentó 5-6 veces, mientras que su proteína precursora extracelular aumentó un 70-80%. En contraste, la cantidad de proteína precursora de TGF-(1 intracelular disminuyó en un 50% con respecto al control. Estos resultados sugieren que el TGF-(1 extracelular aumentaría, al menos en parte, a expensas de un pool intracelular. Fosfo-P38 (pP38) y fosfo-ERK1,2 (pERK1,2) MAPKs aumentaron 3-3.5 veces en glía estimulada con IFN-(. Se observó que pP38 aumentó en el núcleo; mientras pERK1,2 aumentó en el citoplasma. STAT1-tir701 sólo estaba presente en glía estimulada con IFN-(. STAT1-ser727 fue fosforilado en condiciones control y aumentó bajo condiciones de pro-inflamación. PD98059 (inhibidor ERK) pero no SB203580 (inhibidor P38) disminuyó la producción de O2._. Ambos disminuyeron parcialmente la fosforilación de STAT1-ser727 y la producción de NO inducida por IFN-(. La fosforilación de ERK1,2 y P38 pero no de STAT1-tir701 o STAT1-ser727 también aumentaron en glía expuesta a TGF-(1. Sorprendentemente, la fosforilación de ERK1,2 y P38 disminuyó en cultivos co-tratada con IFN-(/TGF-(1 comparado a la glía tratada con cada citoquina por separado, sugiriendo una inhibición mutua entre IFN-( y TGF-(1. Adicionalmente, TGF-(1 disminuyó pSTAT1-tir701, pSTAT1-ser727 y STAT1 total inducidos por IFN-(. Nuestros resultados sugieren que ERK1,2 y P38 participarían en la amplitud y la duración de la activación glial inducida por IFN-(. TGF-(1 modularía la producción de moléculas oxidativas inducidas por IFN-( a través de la conversación entre las vías STAT y MAPKs. FONDECYT 1040831

CP68

SINCRONÍA DE FASE RELACIONADA A EVENTOS, COMO UN MARCADOR COGNITIVO. (Event-related phase synchrony as a cognitive marker) Francisco Javier Zamorano Mendieta, Javier López-Calderón, Conrado Bosman, Vladimir López, Diego Cosmelli, Pablo Gaspar, Enzo Brunetti, Francisco Aboitiz. Laboratorio de Neurociencias Cognitivas, Departamento de Psiquiatría, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Católica de Chile.

Los potenciales relacionados a evento (ERP) se han utilizado como marcadores para fenómenos fisiológicos subyacentes a la presentación del estímulo, permitiendo el estudio de la psicofisiología cognitiva de una manera de replicable. Típicamente, los componentes tempranos (N1 y P1) y tardíos (P300 y N400) se correlacionan con mecanismos cognitivos específicos que ocurren a diferentes intervalos de tiempo tras la presentación del estímulo. No obstante, esta técnica presenta dos limitaciones: 1.- La activación observada, después de la promediación, no revela los componentes en frecuencia implicados en el acto cognitivo, y 2.- La distribución topográfica de la actividad a nivel del cuero cabelludo no proporciona información de las áreas funcionalmente interconectadas. Estudios previos han propuesto que los componentes de los ERP corresponden a actividad eléctrica sincronizada de asambleas neurales. El presente estudio utiliza los paradigmas de la estimulación clásica de los ERP pero usa sincronía de fase entre las mediciones de los electrodos durante el EEG como un indicador de conectividad funcional. Utilizando un análisis trial por trial, encontramos patrones complejos de sincronía de fase (multi – frecuencial) para cada componente de los ERP. De esta manera podemos discriminar la contribución de las diferentes bandas de frecuencia sobre la respuesta general. Además, el análisis topográfico de la sincronía de fase reveló redes funcionales distribuidas, que se activaban selectivamente durante las diferentes tareas. Este enfoque puede aumentar la información topográfica y funcional obtenida por registros de superficie y permite a la vez una mejor interpretación neurofenomenológica  de las tareas atencionales, perceptuales y de memoria. La validación de esta estrategia de análisis con paradigmas clásicos de ERP nos permitiría estudiar procesos cognitivos como la actividad top-down implicada en tareas de imaginería, lo cual es difícil de estudiar utilizando los métodos clásicos. 

CP69 

POSTNATAL DEVELOPMENT OF SPONTANEOUS IPSCs AND WHOLE-CELL GABAERGIC CURRENTS IN MITRAL/TUFTED CELLS IN THE OLFACTORY BULB (OB). (Desarrollo postnatal de IPSCs espontáneos y corrientes totales gabaérgicas en células mitrales/en cepillo en el bulbo olfatorio) Gabriel Garcia-Huidobro,  Joaquin Letelier, Maria de la Luz Aylwin. Programa de Fisiología y Biofísica. ICBM. Facultad de Medicina Universidad de Chile

Dendro-dendritic synapses between mitral/tufted (M/T) and granule cells in the OB have been correlated to odorant discrimination. During postnatal development of the OB, olfactory stimulation shapes the connectivity of olfactory receptor neurons to glomeruli and promotes the survival of newborn granule cells. However, it is not clear if the dendro-dendritic synapses are modified during postnatal development. We characterized the spontaneous IPSCs and the GABA induced currents from P1, P7 and P14 in Sprague-Dawley rats using whole-cell voltage clamp. Currents were measured in M/T cells in acute OB slices superfused with normal ACSF solution at RT. Electrodes had resistances of 4-7 MOhms when filled with Cs-Gluconate intracellular solution. The series resistance (<25 MOhms) was compensated by > 60 %. M/T cells had input resistances of 146 +16 MOhms.  Spontaneous IPSCs and GABAergic currents were recorded at 0 mV. We found that the amplitude of spontaneous IPSCs for P1 were significantly smaller (28.2+5.6 pA, mean+SE, n=3) than for P7 (61.0+1.2 pA, n=7) and P14  (61.5+2.8 pA, n=3) and  the inter event interval of the IPSCs was significantly higher in P1 (6988+2425 ms) when compared to P7 (772+21 ms) and P14 (1024+801 ms), respectively (ANOVA, P< 0.01 Tukey test). Furthermore, whole-cell currents evoked by GABA (100 M) had peak amplitudes of 896+292 (n=4), 518+205 (n=7) and 865+658 (n=2) pA for P1, P7 and P14, respectively. The mean current amplitudes were not significantly different (ANOVA, P>0.01 Tukey test). 
These results indicate that during the first week of postnatal development, the amplitude and frequency of spontaneous inhibitory synaptic events to M/T cells increases without a significant modification of the GABA induced currents. Therefore, the level of spontaneous inhibition on M/T cells increases while the total activation of GABAergic receptors (synaptic and extra-synaptic) remains constant. Supported by ICM P01-007F.

ORALES

CO1

MODULACION NORADRENERGICA DE LA NEUROTRANSMICION INHIBITORIA EN BULBO OLFATIVO ACCESORIO. (Noradrenergic modulation of inhibitory neurotransmission in the accesory olfactory bulb) Ricardo Araneda. Department of Biological Sciences, Columbia University.

La modulacion noradrenergica de sinapsis dendrodendriticas entre celulas mitrales y granulares en el bulbo olfativo accesorio (BOA) tiene un importante papel en la formación de memorias en comportamientos mediados por el sistema olfativo en mamíferos. Los modelos actuales postulan que noradrenalina (NA) aumenta la excitabilidad de las células mitrales. Este aumento resultaría por una disminución en la liberación de GABA desde las células granulares.  Sin embargo, los efectos de NA no han sido estudiados a nivel celular en el BOA.  Mediante registros electrofisiológicos en rebanadas de BOA demostramos en el presente trabajo que NA disminuye la frecuencia de descarga de las células mitrales. Este efecto de NA se debe a un aumento en la actividad inhibitoria GABAergica que reciben las células mitrales en raton. La aplicación de NA (10 µM) produce un aumento de ~ 20 veces en la frecuencia con que ocurren las corrientes postsinapticas inhibitorias de miniatura (mIPSCs) de GABA, sin cambiar la amplitud de estas. El aumento en la frecuencia de mIPSCs es resultado de la activación de receptores adrenergicos (1 ya que la respuesta a NA es reproducida en tratamientos con fenilefrina (30 µM), y no con isoproterenol o clonidina (10 µM). Además, el efecto de NA es completamente bloqueado por el antagonista (1 prazosina (100 nM). NA también potencia las corrientes de GABA inducidas por la estimulación directa de las células granulares. Las corrientes de GABA son bloqueadas por bicuculina, un bloqueador de receptores GABAA. En conjunto estos resultados sugieren que NA, mediante la activación de receptores presinapticos, aumenta la liberación de GABA desde las células granulares. De esta forma, el rol de la actividad noradrenergica en el BOA podría ser diferente al postulado anteriormente.  Nuestros resultados indican que el efecto general de NA es inhibición de las células mitrales.

CO2

POLYSYNAPTIC MODULATION OF SYNAPTIC PLASTICITY BY MDMA AT HIPPOCAMPUS. (Modulación polisináptica de la plasticidad sináptica por MDMA en el hipocampo) Carlos Rozas, Marlene Encina, Miguel Reyes-Parada, Floria Pancetti, Bruce Cassels, Bernardo Morales.  Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de Santiago de Chile.

The amphetamine analog 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA, ecstasy), has become popular as a "recreational" drug, particularly among young people. Cognitive impairment has been associated with frequent use of MDMA in humans and learning deficits have been observed after chronic MDMA treatment in different animal models. These deficits might be related to the neurotoxic effect of MDMA on 5HT nerve terminals. It has also been shown in animal behavioral models that acute administration of MDMA can affect learning and memory. Nevertheless, there is no information regarding the effects of MDMA upon synaptic plasticity models as Long Term Potentiation (LTP) and Long Term Depression (LTD), which are involved in learning and memory processes. We studied the effect of acute application of MDMA on LTP and LTD in hippocampal brain slices. Slices 400 
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m thick were obtained from 3-5 week-old Sprague-Dawley rats, sacrificed by decapitation under ether anesthesia, and maintained in artificial cerebrospinal fluid for 1 hr before recording. Field EPSPs were evoked with electrical stimulation using bipolar electrodes. LTP or LTD was recorded in CA1 after either tetanic (10 trains, each with 10 burst at 5Hz, each burst having 4 pulses at 100Hz) or low frequency stimulation (900 pulses at 1 Hz) protocols respectively applied to Schaffer collaterals. MDMA was superfused during 20 min (10 min before and after the electrical stimulation) and antagonist were applied 10 min before and after MDMA superfusion. MDMA induced a dose-dependent increase in the magnitude of LTP. LTP in presence of 50 M MDMA was of +170 [image: image2.png]


25% (S.E.M., n=8), where slice in control situation was of +50 [image: image3.png]


3% (S.E.M.,n=8);p<0.001. Non significant effect was observed in LTD (p= 0.39). This MDMA-dependent increase in LTP by 50 [image: image4.png]


M MDMA was blocked by the 5-HT2 antagonist Ketanserine 20 [image: image5.png]
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13%S.E.M.,n=7) and also blocked by the D1 receptor antagonist SCH23390 5 [image: image7.png]
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48 % S.E.M.,n=7). These results show for the first time a direct effect of MDMA on LTP/LTD induction, probably due to a polysynaptic mechanism, which might be associated with learning and memory deficits observed in human and animal models. Support contributed by FONDECYT 1030220.

CO3

EL DOMINIO C-TERMINAL DETERMINA LA SENSIBILIDAD A TEMPERATURA EN CANALES THERMOTRP. (The C-terminal domain determines the temperature-sensitivity in thermoTRP channels) Sebastian Brauchi, Gerardo Orta, Marcelo Salazar, Eduardo Rosenmann y Ramon Latorre. Departamento de Biofísica y Fisiología Molecular, Centro de Estudios Científicos.
La transducción de estímulos térmicos en mamíferos es posible gracias a la presencia de un grupo de canales dependientes de temperatura (ThermoTRP) que se encuentran ubicados en neuronas periféricas y células de la piel. Estos canales pertenecen a la familia de canales TRP la cual es muy diversa. Hasta la fecha se han clonado seis canales ThermoTRP, todos ellos caracterizados por poseer una gran dependencia de temperatura (Q10>10). TRPV1-4 son activados por calor, mientras que TRPM8 y TRPA1 son activados por frío. Las bases estructurales que permiten a estos canales responder a la temperatura aun son desconocidas. En este estudio evaluamos principalmente el rol del dominio C-terminal de los canales ThermoTRP en relación con su activación por temperatura. Mediante el uso de quimeras entre los canales TRPV1 (receptor de calor) y TRPM8 (receptor de frío), en los cuales se intercambio completamente el dominio C-terminal y su posterior caracterización mediante experimentos de patch-clamp, se demostró que el dominio C-terminal es posible de ser intercambiado manteniendo la funcionalidad de los canales en estudio. En el presente trabajo mostramos que el dominio C-terminal es capaz de determinar el fenotipo no solo para la sensibilidad a temperatura sino también la dependencia a PIP2 y las características cinéticas de las corrientes macroscópicas. (Este trabajo fue financiado en parte por el proyecto Fondecyt 103-0830 (RL))

CO4

MELATONINA ALTERA LA MEMORIA VISUO-ESPACIAL E INHIBE LA POTENCIACIÓN DE LARGA DURACIÓN NEOCORTICAL EN RATAS. (Melatonin alters visuo-spatial memory and inhibits neocortical long term potentiation in rats) Burgos H.1, Flores F.J. 2, Hernández A. 3, Valladares L. 2, Sierralta W. 2, Fernández V. 4, Pérez, H. 2, Soto-Moyano R. 2 .  1Laboratorio de Conducta, Escuela de Psicología, UST; 2INTA, Universidad de Chile; 3Facultad de Química y Biología, USACH; 4ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Se ha descrito que melatonina inhibe la potenciación de larga duración (LTP) en rebanadas de hipocampo, lo que sugiere que esta hormona puede interferir en mecanismos de memoria visuo-espacial. Existen evidencias contradictorias de la acción de melatonina en memoria de corto plazo y aprendizajes de evitación. En el presente estudio se investigó el efecto de melatonina (0.1, 1.0, 10.0 mg/kg  i.p.) en la adquisición de memoria visuo-espacial en la rata, administrada una vez por día, durante un período de 10 días, treinta minutos antes de las evaluaciones en el laberinto radial octogonal de Olton. Asimismo, se evaluó el efecto de iguales dosis de melatonina en la potenciación de larga duración en la corteza occipital de ratas anestesiadas. Los resultados mostraron que melatonina aumentó el número de errores y el tiempo requerido para cumplir la tarea en el laberinto radial y previno parcial o totalmente la inducción de LTP. Estos efectos de melatonina no fueron dosis-dependientes. Se concluye que melatonina puede alterar algunos mecanismos de plasticidad neuronal involucrados en la memoria visuo-espacial de la rata. Financiado parcialmente por Laboratorio de Hormonas y Receptores (INTA) y Laboratorio de Conducta UST.

CO5

Las fibras de péptido -amiloide ACTIVAN al modulo de transducción de señal c-Abl/p73 en ensayos in vitro e in vivo. (The fibers of the β-amyloid peptide activate the C-ABL/P73 signal transduction module in in vitro and in vivo assays) Gonzalo I. Cancino, Fernanda Yévenes, Josefina Honorato y Alejandra R. Alvarez. Laboratorio de Señalización Celular, Departamento de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

El mecanismo por el cual las neuronas degeneran en la enfermedad de Alzheimer es desconocido, para esto se ha propuesto que ocurre una desregulación del balance entre la sobrevida, en un estado de arresto celular, y la apoptosis. Aunque la deposición de las fibras A o los oligómeros pueden iniciar estrés y daño celular, las proteínas celulares involucradas en el control del ciclo celular y la apoptosis son las determinantes finales que establecen la decisión de las células. In vitro nosotros encontramos que la activación de c-Abl esta involucrada en señales celulares que regulan la respuesta a muerte celular por fibras A. Las fibras de péptido A inducen un incremento de la actividad de c-Abl en neuronas  de hipocampo de rata al igual que un aumento en los niveles nucleares de la proteína p73, la cual regula la muerte neuronal. Por otra parte, la muerte neuronal inducida por las fibras A fue prevenida por la transfección de c-Abl-KD (quinasa nula). Consistente con los mecanismos patogénicos descritos aquí, nosotros encontramos que las señales de c-Abl y p73 aumentan en hipocampos de ratas inyectadas unilateralmente con fibras A y que ambas proteínas colocalizan con marcadores de daño neuronal. Nuestros resultados sugieren fuertemente que el sistema c-Abl/p73 es un mediador de la neurodegeneracion inducida por fibras A y abre una nueva arista de estudio en las enfermedades neurodegenerativas. Financiado por FONDECYT 1040782

CO6

EL STRESS CRÓNICO DISMINUYE MÁS EL CONDICIONAMIENTO AUDITIVO QUE EL VISUAL EN RATAS: EVIDENCIAS MORFOLÓGICAS Y CONDUCTUALES. (Chronic stress decreases the auditory more than the visual conditioning in rats: morphological and behavioral evidence) Alexies Dagnino-Subiabre, Rodrigo Zepeda C., Gonzalo Terreros, Carlos Carmona-Fontaine y Francisco Aboitiz. Departamento de Psiquiatría, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Católica de Chile.

El stress afecta a áreas del cerebro involucradas en el aprendizaje y en la regulación de las respuestas emocionales, favoreciendo el desarrollo de los síntomas depresivos en humanos. En este estudio se analizó el efecto del stress crónico sobre la morfología de las neuronas del colículo inferior (mecenséfalo auditivo) y del colículo superior (mecenséfalo visual) de rata utilizando la tinción de Golgi. Además, correlacionamos nuestro estudio morfométrico con estudios conductuales analizando el efecto del stress sobre el condicioniento auditivo y visual. El stress indujo atrofia dendrítica en el colículo inferior y no afectó la morfología del colículo superior. Este resultado se correlacionó con un mayor deterioro del condicionamiento auditivo respecto al visual en las ratas estresadas. Quince días después del stress las neuronas del colículo inferior de las ratas estresadas mostraron un alto nivel de plasticidad neuronal, recuperando su morfología y condicionamiento auditivo normal. Estos resultados sugieren que el stress afecta más al sistema auditivo que al visual. Nuestro estudio entrega una nueva aproximación para entender la fisiopatología del stress y enfermedades relacionadas como la depresión y el stress post-traumático.

CO7

PATRONES NEUROFUNCIONALES DE LA VÍA AUDITIVA EN PREPÚBERES CON ANTECEDENTES DE ANEMIA POR DEFICIENCIA DE HIERRO EN LA INFANCIA. (Neurofunctional patterns of the auditory pathway in pre-pubescents with precedent of iron deficiency anemia in the childhood) Juan Cristóbal Núñez1, Cecilia Algarín1,  Marcelo Garrido1, Betsy Lozoff1   y Patricio Peirano1.  1Laboratorio de Sueño y Neurobiología Funcional, INTA, Universidad de Chile.  2Center for Human Growth and Development, Universidad de Michigan.

Por medio de potenciales evocados auditivos de tronco cerebral (PEATC) como método de estudio no invasivo del Sistema Nervioso Central, hemos demostrado que existen alteraciones neurofuncionales en la vía auditiva de lactantes con antecedentes de anemia por deficiencia nutricional de hierro (ADNH), las que subsisten a la edad pre-escolar. Estas alteraciones reflejan no sólo una disminución de la velocidad de transmisión sensorial, sino también una menor eficiencia sináptica a través del tronco cerebral. OBJETIVO: Determinar si estas alteraciones neurofuncionales de la vía auditiva, persisten a los 10 años de edad. Se evaluaron PEATC de 199 niños sanos de 10 años edad. De éstos, 118 niños tenían el antecedente de haber presentado ADNH en la infancia y tratada adecuadamente (CAA), y 81 niños sin antecedente de ADNH (SAA) constituyeron el grupo control. Se consideraron los siguientes parámetros, a una intensidad de estimulación de 85 dB: Latencia (ms), duración (ms), amplitud (uV), y área bajo la curva (uV/ms) de las ondas I, III y V (las que representan la activación del nervio auditivo, del complejo olivar superior y del colículo inferior, respectivamente). Se evaluó además la duración de los intervalos interondas I-III, III-V y I-V. En el grupo de niños CAA, las ondas III y V presentaron latencias más largas (p <.004 y p <.01, respectivamente) y fueron de mayor duración (p < .02). Además, la latencia de la onda I mostró clara tendencia a ser más larga (p<.06). Las alteraciones neurofuncionales de la vía auditiva del grupo CAA, siguen siendo evidenciables casi 10 años después de haber presentado ADNH y luego de 4 años de educación formal. Tal como se observó a la edad pre-escolar, los componentes centrales de la vía auditiva aparecen más afectados, existiendo un compromiso tanto de la velocidad de transmisión de los estímulos sensoriales (latencia) como de la eficiencia de integración sináptica a través de la vía auditiva (duración). Proyectos NIH HD14122 y HD33487, Fondecyt 1040945, y U. de Chile DI ENL 03/16
CO8

3-NITROCYTISINE, A SELECTIVE LIGAND FOR NEURONAL NICOTINIC ACETYLCHOLINE RECEPTORS: NEW OPPORTUNITIES IN NICOTINE ADDICTION RESEARCH. (3-Nitrocystisine, un ligando selectivo para receptores de acetilcolina nicotínicos: nuevas oportunidades en la investigación de la adicción a la nicotina) Patricio Sáez-Briones, Manuel Gutiérrez-Hernández, Bruce K. Cassels and Isabel Bermúdez. Departamento de Neurociencias, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de Santiago de Chile.
Nicotine addiction is a major health problem worldwide and is directly related to increased probabilities of developing chronic obstructive pulmonary disease, lung and other cancers, and cardiovascular diseases. In the central nervous system (S)-nicotine, the main psychoactive component of Nicotiana tabacum, seems to be able to modulate dopamine release in the mesolimbic dopaminergic pathway through a specific interaction with (4(2 nicotinic acetylcholine receptors. Therefore, (4(2 receptors are suitable therapeutic targets for the rational design of new selective ligands which could be used in novel smoking cessation therapies. These drugs could reinforce current smoking cessation approaches such as those based on varenicline and nicotine vaccines, which are in phase II of their clinical validation. (-)-Cytisine, an alkaloid of the quinolizidine family, has been used as a lead compound in the development of new molecules with affinity and potency at neuronal nicotinic acetylcholine receptors. Among these, mono-halogenated cytisine derivatives at positions C-3 and C-5 have been characterized as highly selective and potent agonists at (4(2 receptors. These studies have demonstrated that substitution at C-3 seems to be critical for the modulation of affinity and selectivity at the receptor binding site. In order to explore the influence of new substituents at this key position, 3-nitrocytisine (see figure below) has been recently synthesized and pharmacologically characterized at heterologously expressed (7, (3(4 and (4(2 receptors using standard protocols. Radioligand displacement experiments showed that 3-nitrocytisine has high affinity and selectivity for (4(2 receptors, whereas its functional pharmacological profile matched that of a low-efficacy ligand only at those receptors. Moreover, its functional profile cannot be fitted to a strictly monophasic behaviour, suggesting that 3-nitrocytisine could be a member of a new family of cytisine-derived nicotinic ligands.

CO9

EVOLUCIÓN DEL SISTEMA VOMERONASAL EN MAMÍFEROS. (Evolution of the vomeronasal system in mammals) Rodrigo Suárez y Jorge Mpodozis. Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

El Sistema Vomeronasal (SVN) de mamíferos juega un importante rol tanto en la percepción de semioquímicos, comúnmente llamados feromonas, como en el establecimiento de diversas conductas de índole socio-sexual. En micromarsupiales, roedores y conejos el SVN es de tipo segregado, i.e. existen dos familias de neuronas receptoras en el Órgano Vomeronasal, V1R y V2R que proyectan segregadamente a las regiones rostral y caudal del Bulbo Olfatorio Accesorio, respectivamente. El carácter segregado del SVN se creía común a la clase mamíferos, sin embargo, trabajos recientes muestran que primates, ungulados, carnívoros y musarañas poseen un SVN de naturaleza uniforme, donde sólo se conserva la vía de V1R. El estudio de la neuroanatomía comparada del SVN en mamíferos ha causado confusión, principalmente por suponer árboles filogenéticos basados en rasgos morfológicos. Sin embargo, recientes cladogramas de mamíferos placentados, basados en caracteres moleculares, han alcanzado gran consenso, y son congruentes con la historia biogeográfica del grupo. Distinguiéndose así cuatro grandes clados de Eutheria: Afrotheria, Xenarthra, Euarchontoglires y Laurasiatheria. Considerando el nuevo árbol filogenético de Eutheria, los animales que presentan un SVN de tipo uniforme corresponden a miembros del superorden Laurasiatheria, grupo cuyos linajes presentan un marcado dimorfismo sexual. Dentro del superorden Euarchontoglires, los órdenes Rodentia y Lagomorpha conservan el carácter segregado del SVN, mientras que primates del nuevo mundo (Platyrrhini) poseen un SVN de naturaleza uniforme, al igual que miembros de Laurasiatheria. La pérdida de la segregación coincidiría con el surgimiento del dimorfismo sexual dentro del Orden Primates, lo que sugiere un caso de convergencia evolutiva. Para comprender la evolución del SVN en mamíferos placentados, proponemos un escenario en el cual el SVN de tipo segregado cumpliría dos funciones principales: i) detección del sexo de conespecíficos y ii) detección del estatus socio-reproductivo de conespecíficos. Así, el carácter segregado del SVN (rasgo ancestral) se habría perdido en miembros basales de Laurasiatheria, que adquirieron dimorfismo sexual, así como también en primates del nuevo mundo, los que podrían satisfacer el punto i) valiéndose de otros sentidos. El SVN uniforme serviría, entonces, para detectar el estatus socio-reproductivo en mamíferos con dimorfismo sexual. Esto es consecuente con la hipótesis de que en primates del viejo mundo (Catarrhini) el surgimiento de la visión tricrómata les permitió detectar el estatus socio-reproductivo de conspecíficos, por lo que el SVN se ha degenerado en simios, incluido el hombre, hasta desaparecer completamente.

CO10

EFECTO DEL RUIDO EN LAS RESPUESTAS DE NEURONAS DEL TORUS SEMICIRCULARIS EN EUPSOPHUS CALCARATUS (AMPHIBIA: LEPTODACTYLIDAE). (Effect of noise in the responses of the torus semicircularis neurons in Eupsophus calcaratus (Amphibia: Leptodactylidae)) Nelson Velásquez Soto, Hans Pottstock Vidal y Mario Penna. Laboratorio de Neuroetología, Programa de Fisiología y Biofísica, ICBM, Universidad de Chile. 

Los machos de Eupsophus calcaratus, un anuro que canta desde cavidades en el bosque lluvioso del sur de Chile, se comunican mediante vocalizaciones en un ambiente sonoro en el cual las fuentes principales de interferencia son cantos producidos por co- específicos y por ruidos de origen abiótico como viento, lluvia, arroyos y mar. Este ambiente sonoro es relativamente simple en comparación con los de regiones tropicales, en donde a menudo muchas especies de anuros cantan de manera sincrónica. Un estudio previo mostró que los machos de esta especie al ser expuestos a algunos de estos ruidos responden con un importante aumento de la actividad vocal. Esta respuesta resulta paradojal, ya que se esperaría que animales de ambientes tranquilos suprimieran la producción de sonido en presencia de interferencia. En el presente trabajo se exploran los mecanismos neuronales que subyacen a esta conducta. Se realizaron registros extracelulares de neuronas aisladas del Torus Semicircularis, un importate centro de relevo en la vía auditiva. Se utilizó como estímulos tonos puros de 250 ms de la frecuencia característica de cada neurona acompañados de ruido pasa- banda (“frozen”) de 750 ms a distintas intensidades  También se hicieron exposiciones a ruido de intensidad constante en las que se variaba la intensidad del tono. Se registraron 41 unidades, sintonizadas a frecuencias entre los 100 y los 1800 Hz. De estas unidades, 29 tuvieron un patrón de descarga tónico (71 %) y 12 fásico (29 %). La mayoría de las neuronas respondió a la exposición a ruido de intensidad creciente, con un descenso de la descarga al tono, mientras que la respuesta al ruido aumentó. Sin embargo una proporción de neuronas mantuvo o incrementó sus descargas al tono en estas circunstancias (31 % y 27 %, respectivamente). Por otro lado, en respuesta a la presentación de tonos de intensidad creciente en presencia de ruido constante, se observó un patrón inverso a lo observado en la primera serie, con un  importante número de unidades que respondieron de manera constante al ruido. Nuestros resultados indican que en el Torus Semicircularis, existen neuronas cuyos patrones de descarga a tonos en presencia de ruido de distintas intensidades  son congruentes con las respuestas conductuales a la interferencia del ruido. Agradecimientos: FONDECYT 1010569 - 104083

CO11

LA PÉRDIDA DEL EPÉNDIMO ES UN EVENTO CLAVE EN LA PATOGENIA DE LA HIDROCEFALIA CONGÉNITA.. (Lost of the ependymus in a key event in the phatogeny of congenit hydrocephalia) Bátiz LF1, Alvarez M1, Wagner C1, Rodriguez S1, Oliver C1, Jiménez AJ2, Tome M2, Paez P2, Pérez-Fígares JM2, Rodríguez EM1. 1Inst Histología y Patología, Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile. 2Departamento de Genética y Biología Celular, Facultad de Ciencias, Universidad de Málaga.

La hidrocefalia es una condición patológica multifactorial del sistema nervioso central (SNC) caracterizada por (i) acumulación intracraneal de líquido cefalorraquídeo (LCR) y (ii) dilatación del sistema ventricular. Estudios neuropatológicos en niños con hidrocefalia congénita y en algunos modelos animales de hidrocefalia hereditaria, han demostrado la frecuente asociación entre el proceso hidrocefálico y alteraciones en las células ependimarias que recubren las paredes ventriculares. Estas alteraciones incluyen la pérdida del epéndimo o denudamiento ependimario. En la mayoría de los casos, el denudamiento ependimario ha sido considerado secundario a la dilatación ventricular; sin embargo, hallazgos recientes obtenidos en nuestro laboratorio y en otros animales transgénicos sugieren que una alteración primaria en las células de linaje ependimario podría ser clave en la etiopatogenia del proceso hidrocefálico. En nuestro laboratorio contamos con la cepa de ratones mutantes hyh (hydrocehalus-hop gait) que desarrolla hidrocefalia hereditaria. Esta cepa presenta una mutación puntual espontánea en el gen que codifica para la proteína alfa-SNAP que interviene en el tráfico vesicular intercompartamental de casi todas las células. ¿Qué papel desempeña el denudamiento ependimario en la patogenia del proceso hidrocefálico en estos mutantes? ¿Cuáles son los mecanismos celulares y moleculares responsables de este denudamiento? Se estudió el sistema ventricular de ratones hyh normales e hidrocefálicos (estadios embrionarios y postnatales) mediante histoquímica de lectinas e inmunocitoquímica utilizando marcadores de células ependimarias, astrocitos, y macrófagos. Se incluyeron estudios de microscopía electrónica de transmisión y barrido, y estudios de expresión de ciertos genes de interés mediante RT-PCR y westernblot. Los resultados permiten afirmar que (a) los ratones hyh hidrocefálicos presentan un denudamiento ependimario programado, de inicio temprano, que precede a la obliteración del acueducto de Silvio (AS) y al desarrollo de hidrocefalia severa, (b) en el proceso de denudamiento parecen intervenir macrófagos, (c) la expresión preferencial de alfa-SNAP en el SNC podría ayudar a explicar la afección selectiva del cerebro por sobre los demás órganos. En este estudio también se incluyeron muestras de fetos humanos hidrocefálicos. Interesantemente, todos los fetos analizados presentaron denudamiento ependimario, incluso en los más jóvenes. Se concluye que el denudamiento ependimario es un evento clave que precede y ¿gatilla? el proceso patológico que conduce a la hidrocefalia en el ratón mutante hyh, y probablemente en muchos de los casos de hidrocefalia congénita humana. Actualmente estamos investigando los mecanismos moleculares responsables del denudamiento ependimario (moléculas de adhesión intercelular). CONICYT LFB; DID-UACh D-2005-12 LFB; FONDECYT 1030265 EMR

CO12

ACIDO ASCORBICO SIRVE COMO UN SWITCH METABOLICO, INHIBIENDO EL CONSUMO DE GLUCOSA EN NEURONAS BAJO ACTIVIDAD SINAPTICA GLUTAMATERGICA. (Ascorbic acid works as a metabolic switch, inhibiting glucose consumption in neurons under glutamatergic synaptic activity) Maite A. Castro1,2, Miguel Pozo3, Eduardo Martin4, Ilona Concha1, y Francisco Nualart2. 1Instituto de Bioquímica, Universidad Austral de Chile, 3Instituto Pluridisciplinar, Universidad Complutense de Madrid, España, 4Universidad Castilla-La Mancha, España y 2Departamento de Biología Celular, Universidad de Concepción.

Glucosa es el principal substrato metabólico para el Sistema Nervioso Central. El modelo de acoplamiento metabólico neurona-astrocito propone un mecanismo energético alternativo para el cerebro bajo actividad sináptica glutamatérgica (ASG). El glutamato liberado al espacio sináptico estimula la glicólisis anaeróbica y la exportación de lactato en los astrocitos adyacentes a la sinapsis. Nosotros creemos que el aumento de la concentración de ácido ascórbico (AA) extracelular que acompaña a la ASG, inhibe la captación de glucosa en las neuronas, entonces éstas incorporarían monocarboxilatos liberados por los astrocitos. Mediante estudios cinéticos, basados en el uso de radioisótopos, estudiamos el efecto de AA sobre la incorporación de análogos de glucosa y lactato en cultivos primarios de neuronas de rata. Observamos que AA intracelular es capaz de inhibir la incorporación  de 3H-desoxiglucosa (DOG, un análogo de glucosa fosforilable por hexoquinasa) y estimular la incorporación de 14C-lactato en las neuronas. AA no afectó la incorporación de 3H-o-metilglucosa (OMG, un análogo de glucosa no metabolizable). Con el fin de determinar si estos eventos inhibitorios y estimulatorios tendrían lugar bajo condiciones de ASG, realizamos registros electrofisiológicos en neuronas piramidales de CA1 en rodajas de hipocampo de rata. Utilizando (-ciano-4-hidroxicinamato  y un anticuerpo anti-SVCT2, para inhibir la entrada de monocarboxilatos y AA a la célula registrada, se investigó la capacidad de glucosa y monocarboxilatos de sustentar la ASG. Observamos que glucosa es capaz de mantener la ASG sólo cuando se encuentra inhibida la entrada de AA a las neuronas. Finalmente, en ensayos realizados en co-cultivos de astrocitos y neuronas en sistemas bicamerales, observamos que los astrocitos participarían activamente  exportando AA hacia las neuronas y de este modo, también formarían parte de la modulación metabólica neuronal. Nuestros resultados sugieren que las alzas de AA cerebral que acompañan los episodios de ASG, serían una pieza clave en la regulación metabólica de estas neuronas excitatorias. El AA, proveniente de la depleción astrocítica, funcionaría como un switch metabólico, inhibiendo la utilización de glucosa en las neuronas y favoreciendo el uso de monocarboxilatos derivados de la astroglia vecina. FONDECYT 1050095, DID-UACH S-2004-60, MECESUP AUS006 y Beca Tesis Doctoral CONICYT 2003).

CO13

MODULACIÓN DE LAS ESPINAS DENDRÍTICAS POR OLIGÓMEROS DEL PÉPTIDO β-AMILOIDE. (Modulation of dentritic spines by oligomers of the β-amyloid peptide)  Dinamarca M.C., Grabowsky C., Godoy J. e Inestrosa N.C. Centro de Regulación Celular y Patológica “Joaquín V. Luco” (CRCP), MIFAD, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Univerdidad Católica de Chile. 

La enfermedad de Alzheimer (EA), es una enfermedad neurodegenerativa progresiva caracterizada por depósitos extracelulares del péptido -amiloide (A). En la actualidad se han caracterizado una serie de efectos tóxicos inducidos por las fibras de A, entre los que se incluye el estrés oxidativo, desregulación del calcio intracelular, daño a las membranas celulares y otros eventos que finalmente desembocan en la muerte de la neurona. Sin embargo, es en la sinapsis donde aparentemente ocurre la disfunción más precoz previa a la muerte de las neuronas, siendo el responsable temprano del daño cognitivo. Aún más, se ha determinado que la plasticidad neuronal, disminuida en enfermos con EA, está principalmente concentrada en las variaciones a nivel del elemento postsináptico. Existe evidencia que muestra que oligómeros del A alteran la sinapsis excitatoria, sin embargo, el mecanismo de este efecto aún no se ha dilucidado. Por lo tanto, nos propusimos evaluar el efecto de agregados oligoméricos del A en la densidad y morfología de las espinas dendríticas, junto con la distribución de marcadores postsinápticos. Mediante el uso de la mutación E22G del A, generamos oligómeros que se caracterizaron por tener una forma esferoidal. Cuantificando las distintas poblaciones de espinas utilizando un colorante lipofílico en cultivos de neuronas hipocampales de rata de distintos días de cultivo y mediante inmunofluorescencia la distribución de marcadores postsinápticos. Los resultados indican que los oligómeros de A generan un cambio en la población de espinas dendríticas a diferentes edades de cultivo, junto a una disminución de diversos marcadores postsinápticos

CO14

SENSIBILIZACIÓN DOPAMINÉRGICA MESOLÍMBICA POR EL TRATAMIENTO REPETIDO CON EL AGONISTA OPIOIDE KAPPA U-69593: EVIDENCIA A NIVEL NEUROQUÍMICO Y LOCOMOTOR. (Mesolymbic dopaminergic sensibilization by the repeated treatment with the opioid agonist KAPPA U-69593: evidence at a neurochemical and locomotor levels) J. A. Fuentealba y M.E. Andrés. Depto. de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile.

Las propiedades reforzadoras de las drogas de abuso, son disminuidas por la co-administración de agonistas de los receptores opioide kappa. Este efecto está relacionado con la capacidad de inhibir la liberación de dopamina (DA) en el núcleo accumbens en el SNC cuando estos agonistas se administran en forma aguda. Existe poca evidencia en la literatura del efecto crónico de los agonistas kappa sobre la neurotransmición dopaminérgica. Estudios in vitro muestran que el tratamiento de cultivos mecencefálicos ventrales por 4 días con el agonista selectivo opioide kappa U-69593, aumenta la liberación de DA-[H3] estimulada por K+. En este trabajo se investigó el efecto in vivo de la administración repetida de U-69593 sobre la liberación de DA en el núcleo accumbens de la rata. El agonista kappa fue administrado a ratas una vez al día durante 4 días consecutivos. Utilizando microdiálisis cerebral, y HPLC acoplado a detección electroquímica, se cuantificaron los niveles extracelulares de DA basales y estimulados por K+, un día después de la última inyección de U-69593. Los resultados muestran que la pre-exposición repetida a U-69593 no afecta los niveles basales de DA, pero aumenta significativamente la liberación de DA estimulada por K+. En concordancia a lo anterior, la actividad locomotora estimulada por anfetamina también aumentó significativamente en las ratas pre-expuestas a U-69593. El agonista de los receptores dopaminérgicos D2, quinpirole, perfundido a través de la cánula de microdiálisis, disminuyó en un 50% los niveles extracelulares de DA tanto basales como estimulados, en las ratas controles. Sin embargo, quinpirole no disminuyó los niveles extracelulares de DA, ni basales ni estimulados por K+, en las ratas pre-expuestas a U-69593. Estos resultados muestran que la activación repetida de los receptores opioides kappa produce la facilitación de la liberación de DA estimulada por K+ en el núcleo accumbens, un efecto mediado por una disminución en la función de los receptores dopaminérgicos D2. Esta facilitación de la neurotransmisión dopaminérgica mesolímbica está acompañada por la sensibilización de la actividad locomotora inducida por anfetamina. FONDECYT 1030496

CO15

CAMBIOS EN LA COMPOSICIÓN DEL LÍQUIDO CEFALORRAQUÍDEO EN ANIMALES HIDROCEFÁLICOS ALTERARÍAN LA DIFERENCIACIÓN NEURONAL. (Changes in the cephalorachidian liquid in hydrocephalic animals  alter neuronal differentiation) González C. Vio K. Toledo C.. Instituto de Histología y Patología,  Facultad de medicina, Universidad Austral de Chile. 

La hidrocefalia es una patología que se caracteriza por un aumento en tamaño de las cavidades ventriculares, producto de un desbalance entre la producción/absorción del líquido cefalorraquídeo (LCR). Tanto en la hidrocefalia desarrollada en humanos como en animales, hay una drástica reducción en el tamaño de la corteza cerebral. Investigaciones recientes plantean que una alteración en la composición proteica del LCR podría ser la causa de esta alteración. En el presente trabajo se evaluó esta posibilidad mediante el cultivo de células progenitoras neurales (neuroesferas) obtenidas de ratas de la cepa H-Tx que no desarrollan hidrocefalia. Las neuroesferas fueron tratadas con LCR de ratas H-Tx normales e hidrocefálicas de siete días de edad. En ambas condiciones experimentales las neuroesferas se desensamblaron, dando origen a células libres. El LCR de ratas normales pero no el de los hidrocefálicos promovió la extensión de neuritas en estas células. El análisis electroforético de ambos líquidos reveló diferencias cuantitativas y cualitativas de las proteínas presentes en ellos. Los resultados sugieren 1) compuestos presentes en el LCR participan en la diferenciación del tejido nervioso; 2) cambios en la composición proteica del LCR hidrocefálico resultan en alteraciones en la diferenciación neural. La caracterización parcial de el (los) compuesto(s) responsable(s)  de estos fenómenos se encuentra en marcha. FONDECYT 1030265. Bicentenario de Ciencia y Tecnología. Inserción postdoctoral en la Academia. Proyecto Neurociencia.   

CO16

BUSCANDO LAS TUBERALINAS.  (Searching for the tuberalines) Guerra M.,  Vasquez P., Carvajal AM., Rodríguez EM.. Instituto de Histología y Patología, Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile.

La pars tuberalis (PT) de la adenohipófisis está constituida por células foliculares, y por una población de células secretorias denominadas células PT, que exhiben características morfológicas y fisiológicas que las diferencian de otros tipos celulares de la pars distalis (PD). Se postula que estas células secretan hormonas PT-específicas (tuberalinas), relacionadas molecularmente con las hormonas glicoproteicas de la PD, que actuarían de manera paracrina para regular la secreción de prolactina desde la PD. En nuestro laboratorio hemos identificado dos tuberalinas de 72 (tuberalina I) y 21  (tuberalina II) kDa que: (1) se sintetizan en las células específicas de la PT; (2) su secreción está regulada por melatonina; (3) se liberan a la sangre del sistema porta hipotálamo-adenohipofisiario. En la actualidad estamos trabajando en su purificación y en dilucidar su función. En relación a ésta, diversas evidencias provenientes de la literatura sugieren que la PT es un reloj periférico del sistema circadiano. Mediante inmunocitoquímica hemos demostrado que las células PT que secretan la tuberalina II expresan receptores para melatonina. Proyectamos a futuro estudiar la expresión de genes regulados por melatonina en la PT, mediante mircroarreglos de DNA, y la posibilidad que algunas de las tuberalinas que ya hemos identificado correspondan a la salida molecular del reloj periférico que reside en la PT. DID-UACh (grant 200104), CONICYT y MECESUP AUS 0107 para MG, y FONDECYT Chile (grant 1030265) para EMR.  

CO17

EFECTO DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN SP1 SOBRE LA TRANSCRIPCIÓN BIDIRECCIONAL DEL LOCUS DE UROCORTINA. (Effect of the transcription factor SP1 on the bidirectional transcription of the urocortine locus) Paola Haeger, Rolando Cuevas, Rolando Rojas y Katia Gysling. Laboratorio de Farmacología-Bioquímica, Departamento de Biología Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, Pontificia Universidad Católica de Chile.

Urocortina (UCN) es un neuropéptido perteneciente a la familia de la hormona liberadora de Corticotrofina. Estudios de hibridación in situ y RT-PCR hebra específica permitieron detectar un RNA procesado antisentido al RNAm de Ucn. Complementariamente, en nuestro laboratorio se detectó y caracterizó un RNA antisentido al RNA hetero-nuclear de Ucn (RNA AS UCN). Interesantemente, el RNA AS UCN se procesa en la misma región que su contraparte sentido utilizando los sitios complementarios de procesamiento. Ambos transcritos antisentido para UCN tienen un tamaño similar a su respectiva contraparte sentido. Además el análisis de secuencia reconoció una región promotora para el antisentido, en el extremo 3’ del RNAm sugiriendo fuertemente que el locus de UCN es transcrito en forma bidireccional. El objetivo de este estudio es analizar la actividad basal e inducida por Sp1 del promotor antisentido de UCN. Experimentos de expresión heteróloga del promotor del RNA AS UCN en células PC12 permitieron observar la actividad basal del promotor del RNA AS UCN. La coexpresión de Sp1 aumenta significativamente la actividad transcripcional dando cuenta de la funcionalidad de los elementos Sp1 en el promotor antisentido. Sp1 también aumenta la actividad del promotor sentido de UCN evidenciando un factor común en la regulación del RNAm y antisentido de UCN. Por otro lado, se realizaron experimentos de RT-PCR cuantitativo, hebra específica, para analizar los cambios de los transcritos de UCN en el cerebro de ratas previamente sometidas a estrés por restricción de movimiento. Se observó que los transcritos sentidos y antisentidos de UCN aumentan en condiciones de estrés y es tentador sugerir que Sp1 está participando en la regulación transcripcional del locus de UCN en condiciones de estrés. Hasta la fecha no se conoce la función del RNA AS de UCN; sin embargo la coexistencia de los transcritos sentidos y antisentidos de UCN en los mismos tejidos junto con su alta probabilidad de hibridar, abren la posibilidad de una interacción funcional entre ellos y una regulación más compleja de lo que la simplicidad del gen anunciaba. Financiado por Proyecto DIPUC   2005/02 
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EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE RECEPTORES SCAVENGER EN LA GLÍA: SU IMPORTANCIA PARA LA ADHESIÓN GLIAL AL BETA-AMILOIDE. (Differential expresión of scavenger receptors in glia: its importance for glial adhesión to beta-amyloid) R. von Bernhardi; R. Alarcón, C. Fuenzalida. Departamento d Neurología, Facultad de Medicina Pontificia, Universidad Católica de Chile.

Los astrocitos y microglías se asocian a las placas de amiloide, una de las lesiones patológicas características en la enfermedad de Alzheimer. Se sabe que las microglías son activadas por -amiloide (A) y pueden fagocitarlo. En cambio, poco se sabe sobre la función de los astrocitos que rodean las placas o su interacción con el A. Los Receptores Scavenger (RS) se encuentran entre los receptores que median la fagocitosis del Afibrilar (fA) por las microglías in vitro. Se ignora si las células gliales también pueden unir Ano-fibrilar (nfA) y si la unión de los astrocitos al A depende de los mismos RS descritos en la microglía. Nosotros determinamos la unión de células gliales al A mediante un ensayo de adhesión y evaluamos la presencia de RS en cultivos gliales primarios por inmunocitoquímica e inmunoblot, y en cortes de cerebro de ratas de diferentes edades por inmunohistoquímica. Encontramos que tanto los astrocitos como las microglías de rata se adherían de manera dependiente-de-concentración a superficies cubiertas con fA o nfA. Dos ligandos conocidos de los RS-tipo A, el Fucoidan y el Poly-I, inhibieron la adhesión de la microglía y los astrocitos tanto al fA como al nfA y también inhibieron la fagocitosis de A. En contraste, el LDL, un ligando para los RS-tipo B, no bloqueó la adhesión glial al A. La microglía presentó marca inmunodetectable para RS-BI, RS-AI/AII, RAGE y RS-MARCO (receptor de macrófagos con estructura colagenosa, un miembro de la familia RS-A). Los astrocitos, en cambio, sólo presentaron RS-BI y RS-MARCO, tanto en cultivo como en cortes de cerebro. Nuestros resultados indican que la microglía y los astrocitos se adhieren tanto a fA como a nfA. La adhesión a A estaba mediada por un receptor que era sensible a la competencia por ligandos de RS-A. Proponemos que MARCO podría ser el RS responsable de la adhesión de los astrocitos y la microglía al A. Debido a su expresión diferencial, los RS podrían jugar un papel clave en la activación de las células gliales gatillada por A. Actualmente estamos estudiando las vías de transducción de señales activadas por la unión de ligandos a distintos RS. Proyecto FONDECYT 1040831 y DIPUC de la Pontificia U. Católica de Chile a RvB.
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EFECTO DEL ANTIDEPRESIVO SERTRALINA SOBRE PARÁMETROS FISIOLÓGICOS Y CONDUCTUALES EN UN MODELO ANIMAL DE DEPRESIÓN. (Effect of the antidepressant sertraline on physiological and behavioral parameters in an animal model for depression) 1J.L. Ulloa, 1P. Castañeda, 1J. Bravo, 1C. Berrios, 2S. Mora, 2G. Díaz-Véliz, 3V.M.Berthoud, 1J. Fiedler. 1Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, 2Facultad de Medicina, Universidad de Chile, 3Chicago University USA.

El tratamiento farmacológico de la depresión se fundamenta en el aumento de la disponibilidad de aminas biogénicas. La evaluación de fármacos antidepresivos ha requerido el uso de modelos animales cuya conducta se asemeje a la depresión. Estos modelos se validan utilizando distintas herramientas moleculares, fisiológicas y conductuales. En este estudio se analizó el efecto de la administración crónica (14 días) de sertralina (5 mg/kg), inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina, a ratas macho (220-270g) Sprague-Dawley controles y sometidos a restricción de movimiento  2,5 h/día  durante 14 días, condición utilizada como modelo animal de depresión. Se evaluaron parámetros conductuales, niveles de serotonina en corteza prefrontal, niveles de catecolaminas adrenales (medidos por el método Von Euler y Hamberg) y el tamaño de la médula adrenal.  Observamos un aumento en la masa de la médula adrenal por estrés crónico, aunque no se encontraron cambios en el contenido de catecolaminas totales en la glándula. El cambio de masa de la médula adrenal se podría atribuir a la hipertrofia celular, como una consecuencia del aumento en la liberación de catecolaminas. Por otra parte, es probable que opere un mecanismo compensatorio que permita mantener los niveles constantes de catecolaminas en médula adrenal.  A través de pruebas conductuales se observó que la administración crónica de sertralina es capaz de prevenir las conductas similares a la depresión en las ratas estresadas crónicamente. Asimismo, la administración de sertralina produce un incremento en los niveles de serotonina y de su metabolito el 5-hidroxi-indolacético (5-HIIA) en corteza prefrontal sólo en ratas sometidas a estrés crónico. Estos cambios probablemente se asocian a una mayor actividad de la triptófano-hidroxilasa. La prevención de conductas similares a depresión en ratas sometidas a estrés crónico estaría asociado a cambios producidos por incremento en los niveles de serotonina. FONDECYT 1040937 Cooperación Internacional 7050285.

CO20

REGISTRO ELECTROFISIOLÓGICO DE NEURONAS DE LA CORTEZA VISUAL DE LA RATA DURANTE UNA TAREA DE DISCRIMINACIÓN DE FIGURAS. (Electrophysiological recording of visual cortex neurons during a figure discrimination task) Aguilar Marcelo, Bethany Snayder, Pedro Maldonado. CENI, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La evidencia neuroanatómica y neurofisiológica indica que las vías de señales en el sistema visual son segregadas. De esta manera, rasgos tales como orientación y forma de un objeto son procesados en regiones separadas del cerebro y de algún modo deben ser unidos para la construcción del percepto visual. Se han propuesto una serie de mecanismos para la “unión” de los rasgos pertenecientes a un objeto. Uno de estos es la “hipótesis de la correlación temporal” que considera la formación de “ensambles neuronales” en una dimensión espacial y temporal. Así, las neuronas que sincronizan sus descargas en presencia de un estímulo forman parte de un ensamble. Para investigar esta hipótesis, se midió la sincronía de fase del potencial de campo registrado en la corteza visual primaria y secundaria de la rata. Esta medida cuantifica la covariación de las fases de dos señales y es considerada un indicador del acoplamiento funcional entre áreas cerebrales. Se registró con electrodos tipo tetrodo, mientras la rata desarrollaba una tarea de discriminación de dos figuras que solo difieren en su orientación, las que son presentadas consecutivamente en un monitor ubicado a un costado de la caja de Skinner. Análisis preliminares indican que existe una relación entre la latencia de la respuesta y el rendimiento del animal en la tarea, además se observa una variación de la sincronía de fase en las bandas de frecuencia β y γ asociadas a la presentación del estímulo. 

CO21

H2O2 activa la LIBERACIÓN de calcio mediada por ryr e induce LA activación de genes tempranos en celulas de hipocampo en cultivo. (H2O2 activates RYR-mediated calcium release  and induces the activation of early genes in hyppocampal cells in culture) Hidalgo* C., Muñoz‡ P., Sánchez* G., Kemmerling#,* U., Leal* N. y Carrasco* M.A.. *FONDAP CEMC, ICBM, F. Medicina, U. de Chile; #F. Cs de la Salud, U. de Talca,  ‡F. Ciencias, U. de Chile.

Las señales de entrada de calcio inducidas por activación neuronal regulan la expresión génica involucrada en plasticidad sináptica; esto requiere que la entrada de calcio sea amplificada a través de liberación de calcio de depósitos intracelulares. La liberación de calcio mediada por receptores de ryanodina (RyR), parece jugar un papel en la generación de señales de calcio involucradas en plasticidad sináptica y expresión génica. Las neuronas funcionalmente activas forman especies reactivas de nitrógeno y de oxígeno; entre ellas, H2O2 es el peróxido cuantitativamente más importante. Los RyR son altamente susceptibles a modificaciones redox; la oxidación del canal aumenta su actividad y su reducción tiene el efecto opuesto. Por lo tanto, investigamos si adicionar H2O2 (200 μM) a cultivos primarios de hipocampo activa RyR, generando señales de calcio, y estimula genes tempranos que participan en plasticidad sináptica. Para determinar señales de calcio, se incubaron neuronas de hipocampo con fluo 3 AM y se analizaron por microscopía confocal. Se analizaron, además, los niveles de S-glutationilación de RyR por electroforesis en condiciones no reductoras seguida de Western blot con anticuerpo anti-glutatión. Se determinó el efecto de H2O2 sobre genes tempranos midiendo los niveles de mRNA de c-fos y egr-1 por RT-PCR semiquantitativo. H2O2 indujo liberación de calcio, que fue inhibida drásticamente por ryanodina 50 μM (concentración inhibitoria del RyR). En paralelo, H2O2 aumentó los niveles de S-glutationilación de RyR más de 2 veces y produjo un aumento significativo de los niveles de mRNA de los genes tempranos c-fos y egr-1, tanto en presencia como en ausencia de calcio extracelular.  Proponemos que la activación de RyR por H2O2 produce señales de calcio que mediante activación de la vía Ras/MEK/ERK/CREB1 aumenta la expresión de c-fos y egr-1. Esta posible conversación cruzada  entre señales de calcio y señales redox mediada por RyR puede jugar un papel importante en plasticidad sináptica en el hipocampo. FONDAP 15010006 y FONDECYT 1030988. 
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