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Education is the ability to perceive
the hidden connections between phenomena.

Vaclav Havel

No pienses en un elefante. Por supuesto que lo
acabas de hacer, y yo también. Pero ;donde estd el
elefante? En tu mente.

Gerald Edelman, Bright air, brilliant fire:

on the matter of the mind.
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Resumen

Las neuronas espinosas de proyeccion del nicleo estriado (SPNs) se dividen en dos subpobla-
ciones de acuerdo al lugar donde proyectan sus axones: la mitad son neuronas de la via directa
(denominadas D1-SPNs porque poseen receptores a dopamina tipo D1) y la otra mitad, neuronas
de la via indirecta (D2-SPNs, pues expresan el receptor a dopamina tipo D2). Estudios sobre la
respuesta sindptica de las SPNs ante estimulos corticales han descrito mesetas de voltaje prolon-
gadas de origen polisindptico que son distintas en cada subpoblacion. Dichas diferencias se han
explicado, en parte, por una distinta contribucion GABAérgica sobre las respuestas sindpticas de
las SPNs. En las D1-SPNs el neurotransmisor GABA tiene un efecto bifasico, favoreciendo la
meseta despolarizante durante la mayor parte de la respuesta. Mientras que en las D2-SPNs, el
GABA restringe la despolarizacion membranal durante toda la respuesta sindptica.

El objetivo de este trabajo es conocer cuales son los mecanismos que subyacen las diferencias
en la transmision sindptica GABAérgica en las SPNs. Utilizando registros electrofisiologicos
intracelulares y técnicas inmunohistoquimicas en rebanadas de cerebro de roedores se analizaron
dos propiedades intrinsecas de las SPNs: las diferencias en la excitabilidad dendritica mediada
por canales de calcio y la expresion de un exportador (NKCC1) y un importador (KCC2) de cloro,
como propuestas capaces de ocasionar un cambio en la transmision sindptica GABAérgica. Se
obtuvieron respuestas sindpticas ante estimulacion ortodrémica cortical mediante el uso de un
electrodo bipolar concéntrico de 50 m de didmetro. Por medio de antagonistas de canales de
calcio (VGCCs): nicardipina (5 m) para los canales tipo L y NNC 55-0396 (10 M) para los tipo
T, se estudio su participacion en las respuestas sindpticas cortico-estriatales.

Los resultados muestran que 1) los cotransportadores de cloro NKCC1 y KCC2 no son res-
ponsables de las diferencias en la transmision sindptica GABAérgica de las SPNs. 2) Existe
una mayor participacion de la conductancia a través del canal de calcio tipo T en las D2-SPNs,
respecto a las D1-SPNs. 3) La aplicacion de bicuculina (10 M) evidencia una respuesta hiper-
polarizante al GABA en las D2-SPNs, dicho efecto GABAérgico se muestra despolarizante si
los canales de calcio (L y T) son bloqueados previamente. 4) Este resultado no se observa en las
D1-SPNs. Se sugiere que la despolarizacion dendritica excesiva causada por la entrada de calcio
en las D2-SPNs puede explicar el efecto GABAérgico hiperpolarizante en estas neuronas. La
relevancia fisioldgica de estos resultados incluye el papel que la inhibicion sindptica desempefia

dentro del microcircuito estriatal al permitir la sincronizacién de diversos grupos de neuronas.

Palabras clave: inhibicion GABAérgica, GABA despolarizante, canales de calcio L y T, NKCC1,
KCC2, neuronas espinosas de proyeccion.
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1 Introduccion

En los vertebrados, el sistema nervioso central (SNC) se caracteriza por ser un conjunto de
estructuras con alto grado de complejidad. Esta constituido por diferentes células altamente es-
pecializadas y organizadas en distintos grupos que nos permiten percibir el medio que nos rodea,
reaccionar ante ciertos estimulos, aprender, recordar, movernos y un sinfin de actividades mas.
Su estudio es esencial para entender nuestro comportamiento, el porqué de nuestras interac-
ciones, las causas y remedios de ciertas enfermedades y los procedimientos que nos permiten
desarrollarnos como seres humanos. La manera de aproximarse al conocimiento relacionado con
el cerebro puede ser a través de distintos dngulos; desde el estudio de una sola neurona hasta
la interaccién entre varios conjuntos de neuronas, por medio de una vista anatémica hasta otra
funcional, a través de procesos fisiol6gicos o conductuales. La neurociencia es un drea cientifi-
ca respaldada por diversas disciplinas. Se encarga de acumular conocimiento entorno al sistema

nervioso en general y alguna funcién de éste en particular.

Tomando en cuenta que en el SNC de los humanos hay alrededor de 86 mil millones de neu-
ronas (Herculano-Houzel 2012) agrupadas en diversos ntcleos, las cuales ejecutan una vasta
cantidad de funciones e interactiian entre si; es necesario desmenuzar toda la informacién que
podamos obtener a partir de ellas, de cada ntcleo, de la relacion entre distintas neuronas o de la
comunicacion entre diferentes nucleos. Un conjunto de nucleos localizados debajo de la corte-
za cerebral, llamados ganglios basales (GB), se encargan de planear, controlar y ejecutar movi-
mientos, almacenar memorias relacionadas con €stos y permitir el aprendizaje de procedimientos
(Graybiel 1997; 2000, Barnes et al. 2005). Las neuronas que lo conforman forman microcircui-
tos capaces de procesar informacion proveniente de otras partes del cerebro y llevar a cabo una
respuesta ante ciertas condiciones. Las interacciones entre dichas células permiten la codifica-
cion de estados de activacion funcionales, los cuales se refuerzan a lo largo del tiempo mediante
contactos sindpticos, generando una red pléstica que es la base de nuestras conductas y habitos
motrices (Graybiel 2005, Carrillo-Reid et al. 2008). Cuando existe algtin dafio en los GB, ya sea

a nivel de un tipo celular o en las conexiones entre sus células, sus funciones resultan compro-



metidas y surgen patologias relacionadas con el movimiento como la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Huntington o el sindrome de Tourett (Albin et al. 1989, Graybiel 2000). Por
tanto, al entender el funcionamiento de los GB nos aproximamos a conocer las causas de di-
chas enfermedades neurodegenerativas y a encontrar una solucion ante los efectos adversos que

ocasionan.

Los nucleos que componen los GB son el nticleo estriado (NE), el globo pélido en sus com-
ponentes externo e interno (GPe y GPi, respectivamente), la sustancia nigra pars compacta y
reticulata (SNc y SNr, respectivamente) y el nicleo subtaldmico (NST). El NE es el principal
nucleo de entrada del circuito; dado que alli se reciben las aferentes glutamatérgicas provenientes
de la corteza y el tdlamo, serotoninérgicas de los nucleos del rafé y dopaminérgicas de la SNc
y el drea ventral tegmental (AVT) (Albin et al. 1989). La informacion aferente se procesa en el
NE y se envia a través de neuronas GABAérgicas de proyeccion hacia los nicleos de salida del
circuito (GPi y SNr) mediante dos vias diferentes (Tepper et al. 2004). Los nucleos de salida en-
vian sus proyecciones GABAérgicas de vuelta al tdlamo, la corteza cerebral, el coliculo superior,
el nicleo peddnculo pontino y a la regién locomotora mesencefdlica (Bennett & Wilson 2003,
Wilson 2004). Cuando la corteza y el tdlamo reciben las aferentes de los GB, se cierra el circuito
corteza-GB-tdlamo y se forma un bucle de informacién entre dichas regiones del SNC. De esta
manera, se procesan y ejecutan comandos que activan e inhiben los musculos para llevar a cabo

movimientos y, paralelamente, se almacena la memoria de dichos procedimientos.

Las dos vias de salida de informacion de los GB han sido muy estudiadas a lo largo de las
ultimas décadas y se les denomina, debido a los relevos sindpticos que realizan en el trayecto,
como via directa e indirecta (Fig. 1.0.1). La directa, como su nombre lo indica, envia proyec-
ciones GABAérgicas del NE directamente hacia el GPi y la SNr (Wilson 2004). El resultado es
una inhibicién de la actividad tonica GABAérgica de los nucleos de salida y por consiguiente,
una desinhibicion de sus blancos: el tdlamo y la corteza. De esta forma se logra la ejecucion de
alguna accién motora. Por lo cual, también se conoce a la via directa como la via de go (en inglés
ir o andar) (Albin et al. 1989).

En cambio, la via indirecta manda proyecciones GABAérgicas desde el NE al GPe, que a su
vez se conecta mediante otras proyecciones GABAérgicas con el NST y este ultimo, mediante
terminales glutamatérgicas, con los nucleos de salida (Wilson 2004). Tanto el GPe como el NST

poseen actividad ténica, pero el segundo permanecera silente cuando el primero se encuentre
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Figura 1.0.1. Esquema simplificado de las dos vias de los GB. Se muestran los nicleos de los GB, asi
como sus aferencias y eferencias. La flecha roja indica la via directa y las verdes la via indirecta.
Los signos + y - indican si la sinapsis es excitatoria o inhibitoria, debido a la liberacion de glu-
tamato o GABA, respectivamente. NE, nicleo estriado; GPe, globo pélido externo; NST, niicleo
subtaldmico; SNr, sustancia nigra reticulata; GPi, globo palido interno; NPP, nicleo pedinculo
pontino; RLM, regién locomotora mesencefalica; Glu, glutamato; GABA, dcido y-aminobutirico.
Modificado de Graybiel (2000).

activo debido a la conexion inhibitoria que los une. Asi, el resultado cuando el NE inhibe al
GPe es una inhibicién de su actividad ténica y por tanto, una desinhibicién de las neuronas
glutamatérgicas del NST, ocasionando una excitacion en los nucleos de salida de los GB. Lo
cual ocasiona que el GPi y la SNr, al aumentar su actividad. logren inhibir nuevamente a la
corteza y al tdlamo, evitando la ejecucién de movimientos. Por lo que a esta via se le denomina
no go (no ir, en inglés), ya que el comando motor no se ejecuta (Graybiel 2000, Kravitz et al.
2010).

Para llevar a cabo actividades motoras de forma espontidnea, es necesario un balance y alter-
nancia de la informacién procesada por ambas vias. Por ejemplo, al caminar se necesitan generar
comandos motores en los musculos de la pierna que dard el paso, pero también se necesita que
la pierna de apoyo permanezca inmdvil manteniendo el tono muscular. Asi, la via directa actda
sobre la pierna a mover, mientras que la indirecta sobre la pierna de apoyo. De esta manera, cuan-
do se genera un desbalance en la actividad de dichas vias se compromete la actividad motora,

imposibilitando acciones tan simples como el caminar.



1.1. El estriado y sus neuronas

1.1. El estriado y sus neuronas

El NE corresponde al nucleo de mayor tamafio de los GB, es la entrada principal de dichos
nucleos y participa en la planeacién y ejecucion de movimientos, especificamente como un fil-
tro selector y refinador de movimientos (Kravitz et al. 2010, Wilson 2004, Graybiel 2000). Esto
se debe a que, generalmente, es capaz de integrar informacion proveniente de todas las dreas
de la corteza cerebral, los nicleos intralaminares del tdlamo, los nicleos del rafé, la SNc y el
AVT, procesar dicha informacién y mandar una salida relacionada con proceso motores (Wil-
son 2004). Se subdivide en dos partes: caudado y putamen, que forman el estriado dorsal, y el
nucleo accumbens o estriado ventral. Dicha subdivision reconoce una segregacion funcional: el
estriado dorsal se relaciona con tareas motoras y de memoria y aprendizaje de procedimientos.
El ventral se involucra con procesos del sistema limbico, por ejemplo: el circuito subyacente de
las adicciones y las conductas de reforzamiento o espera de recompensa (Graybiel 2000). Las
aferencias dopaminérgicas que reciben ambas partes del estriado también estan segregadas: las
neuronas dopaminérgicas de la SNc inervan al estriado dorsal, mientras que las del VTA mandan

sus proyecciones al ventral (Wilson 2004).

La poblaciéon neuronal del NE estd compuesta por neuronas espinosas medianas de proyeccion
(SPNs, por sus siglas en inglés) e interneuronas GABAérgicas y colinérgicas (Fig. 1.1.1). Las
primeras, son las neuronas encargadas de proyectar a otros nucleos fuera del estriado; mientras
que las interneuronas, por definicién son aquellas que s6lo poseen contactos sindpticos dentro
del nucleo del que forman parte. Generalmente se reportan tres grupos de interneuronas: las
gigantes colinérgicas que poseen disparo tonico (TANS, por sus siglas en inglés), las positivas a
parvalbiimina/calretinina o de disparo en rafagas (FSNs, por sus siglas en inglés) y las positivas
a somatostatina/6xido nitrico o de disparo a bajo umbral (LTSN, por sus siglas en inglés) (Fig.
1.1.2). En el NE de roedores alrededor del 90-95 % de las neuronas son SPNs, mientras que su
porcion en primates es menor (77 %) (Bennett & Wilson 2003, Tepper & Bolam 2004, Tepper,
Tecuapetla, Ko6s & Ibafiez-Sandoval 2010). Las interneuronas del NE comprenden el 10-5% y

el 23-25 % de la poblacién neuronal en roedores y primates, respectivamente.

1.1.1. Neuronas espinosas medianas de proyeccion

Las SPNs son neuronas de naturaleza GABAérgica con somas de 12 a 20 um de didmetro, sus

procesos dendriticos abarcan alcanzan un radio entre 300-500 um y poseen alta densidad de espi-
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Figura 1.1.1. Componentes estriatales en el circuito de los GB. Se identifica la poblacién neuronal del estriado
y las dos vias de salida de informacién a través de los GB (directa e indirecta). También se esquematizan
las aferentes corticales y taldmicas hacia el estriado. El esquema representa la anatomia de una rebanada
sagital del cerebro de roedores y enfatiza los ntcleos que forman parte del circuito de los GB. GPe, globo
palido externo; GPi, globo palido interno; NST, nicleo subtaldmico; SNr, sustancia nigra reticulata.

nas'. En estos sitios se originan los contactos sindpticos (Bennett & Wilson 2003, Wilson 2004)
(Fig. 1.1.2A). Las SPNs tienen aferencias glutamatérgicas de piramidales corticales, de neuronas
de los nucleos intralaminares del tdlamo, GABAérgicas y colinérgicas de interneuronas estria-
tales y de neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas. Se calcula que cada neurona piramidal
contacta a una SPN en uno o dos botones sindpticos y que, ademds, una misma piramidal puede
inervar hasta 10,000 SPNs (Bennett & Wilson 2003, Kress et al. 2013). El ax6n de las SPNs se
ramifica desde un segmento definido del nicleo, no posee espinas y deja inervaciones colaterales
dentro del mismo estriado (Wilson 2004). Estas neuronas se encuentran altamente interconecta-
das entre si, formando de 1200 a 1800 sinapsis recurrentes por cada célula a nivel poblacional.
Ademads, también se conectan con la mayoria de las interneuronas estriatales (Tepper & Bolam
2004, Tecuapetla et al. 2007).

En el ambito fisiolégico, las SPNs son células silentes que poseen un potencial de membrana
en reposo (PMR) alrededor de -85 mV registrado in vitro. Pero durante registros in vivo, poseen

dos estados funcionales: un estado hiperpolarizado (estado down, alrededor de -80 mV) y otro

!Entre cuatro y seis espinas por cada micrémetro de longitud (Bennett & Wilson 2003).



1.1. El estriado y sus neuronas

despolarizado (estado up, cerca de -50 mV) desde el cual se disparan potenciales de accion (Wil-
son 2004). Existen algunos reportes in vitro donde se ha logrado registrar a SPNs que presentan
ambos estados funcionales (Vergara et al. 2003, Flores-Barrera et al. 2009). Se sabe que para
producir un estado up, se necesita una activacion sincronizada y convergente de las aferencias
glutamatérgicas corticales (Wilson 2004) y que las SPNs presentan oscilaciones constantes entre
uno y otro estado (Carter & Sabatini 2004). A la capacidad que una célula tiene de presentar dos
estados funcionales se le conoce como bi-estabilidad. Y en estas células en especifico, ocurre
debido a que son capaces de producir despolarizaciones prolongadas y periodos de disparo sos-
tenidos ante estimulacidn sindptica o permanecer silentes ante la ausencia de ésta (Vergara et al.
2003).

Las SPNs tienen una resistencia de entrada relativamente baja (entre 60 y 150 MS2) registrada
en neuronas adultas in vitro (Bargas et al. 1989, Wilson 2004). Ademads, las SPNS disparan de
forma ténica y con latencia al primer portencial de accion ante una estimulacién somaética despo-
larizante sostenida. Diversos estudios han establecido que el retraso en el disparo es debido a la
presencia de una corriente saliente y persistente de potasio (K*) (Bargas et al. 1989, Nisenbaum
& Berger 1992), un rectificador entrante anémalo y rapido (Galarraga et al. 1994) y un intervalo
interespiga modulado por corrientes de K* dependientes de calcio (Ca’*) (Galarraga et al. 1989,
Pineda et al. 1992). Por su parte, la rampa despolarizante en las SPNs se debe a corrientes en-
trantes de sodio (Na*) en la parte inicial (Bargas et al. 1989); y en la parte final, a la activacién
de canales de Ca”* sensibles a voltaje (VGCCs), los cuales facilitan la generacién del primer

potencial de accion (Hernandez-Lépez et al. 1997).

Las SPNs se dividen en dos subpoblaciones segtn el blanco donde proyectan sus axones, una
subpoblacién manda eferencias que conectan directamente con los nucleos de salida de los GB
(GPe y SNr). Mientras que la otra envia sus eferencias al GPi. A la primera subpoblacién se le
conoce como neuronas pertenecientes a la via directa y a la segunda, a la via indirecta. EI 50 %
de SPNs son de la via directa y el otro 50 %, de la via indirecta (Bennett & Wilson 2003, Wilson
2004, Tepper et al. 2004). Las SPNs de la via directa expresan el receptor a dopamina (DA) tipo
D1 (DRD1), mientras que las de la via indirecta, el tipo D2 (DRD2)? (Bennett & Wilson 2003,
Wilson 2004, Gertler et al. 2008) (Fig. 1.1.1). Esta disparidad resulta muy importante al estu-

ZPara diferencia a una neurona espinosa de proyeccién (SPN) de la otra, de aqui en adelante se les denominara
DI1-SPNs a las neuronas de la via directa y D2-SPNs a las de la via indirecta. Esto debido a la segregacién de
receptores a dopamina que expresa cada subpoblacién.
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diar la modulacién dopaminérgica, donde se ha comprobado que el efecto de la DA a través del
receptor D1 aumenta la despolarizacion; mientras que en el DRD2, la disminuye (Herndndez-
Lopez et al. 1997; 2000, Flores-Barrera et al. 2011). Ademads, se ha visto que la expresion del
DRDI, generalmente corresponde a neuronas que también expresan sustancia P y dinorfina (Wil-
son 2004, Tepper et al. 2004). En cambio, las neuronas que tienen el DRD?2, colocalizan con la
expresion de encefalina (Wilson 2004, Tepper et al. 2004). Otro tipo de receptores que expresan
de manera diferencial son los receptores muscarinicos a acetilcolina (ACh) M1 y M4; las neuro-
nas D1-SPNs presentan ambos receptores en su membrana, mientras que las D2-SPNs expresan

preferentemente el M1 (Hernandez-Flores et al. 2015).

Distinguir una SPNs de la otra en base a su anatomia y propiedades electrofiosiolégicas so-
maticas no es tarea facil. Se ha sugerido que existen diferencias en la anatomia dendritica entre
las SPNs, debido a reportes donde se localizaron una o dos dendritas primarias mds en promedio
en las D1-SPNs en comparacion con las D2-SPNs (Gertler et al. 2008, Fujiyama et al. 2011).
Sin embargo, otros estudios recientes no muestran tales diferencias entre las SPNs al inspeccio-
nar su anatomia dendritica mediante microscopia electrénica y reconstruirla en tres dimensiones
(Huerta-Ocampo et al. 2014). Entonces, la diferencia en la configuracion de los arboles dendriti-
cos entre las SPNs atin es un tema controversial. Existen otros estudios que muestran diferencias
en las respuestas electrofisioldgicas registradas a partir de pulsos de corriente somadtica en las
SPNs. Entre los cuales se encuentran los que sugieren una heterogeneidad en su capacidad para
generar plasticidad sindptica (Kreitzer & Malenka 2008, Gertler et al. 2008) y en las diferencias
en su excitabilidad dendritica (Day et al. 2008, Flores-Barrera et al. 2010). Es importante recor-
dar que los trabajos en esta drea se desarrollan y discuten actualmente, pero o cierto es que al
realizar registros electrofisioldgicos en el NE es casi imposible diferenciar un tipo de SPN del

otro, basdndose simplemente en su anatomia.

1.1.2. Interneuronas de disparo tonico

Las interneuronas gigantes colinérgicas o tonicamente activas (TANs) son las neuronas mas
grandes del NE, poseen somas con didmetros mayores a 40 um, un drbol dendritico que sobrepasa
un milimetro de didmetro y un axén que se ramifica multiples veces abarcando una arborizacion
mayor que las dendritas (Bennett & Wilson 2003, Tepper & Bolam 2004) (Fig. 1.1.2B). Este tipo
de interneuronas sintetizan acetilcolina (ACh) y representan sélo el 3 % de la poblacion estriatal
en roedores (Tepper & Bolam 2004, Wilson 2004).
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Figura 1.1.2. Anatomia de las neuronas estriatales. En A se observa la imagen de una SPN, donde se aprecian
con detalle las espinas dendriticas (abajo). Modificado de Flores-Barrera et al. (2009). En B encontramos
a las interneuronas estriatales clasificadas histoquimicamente. El recuadro inferior muestra la composicion
quimica compartida entre estas neuronas. Modificado de Kawaguchi et al. (1995).

El blanco principal de estas interneuronas son las SPNs y se reconoce que estdn muy involu-
cradas en la modulacién de su actividad a través de receptores metabotrépicos tipo muscarinicos.
Debido a que dichos receptores activan canales de K* tipo KCNQ, las aferencias colinérgicas
intervienen en la respuesta sindptica de las SPNs ante estimulos glutamatérgicos y en su capa-
cidad para generar potenciales de accion (Pérez-Ramirez et al. En prensa). Las TANs proyectan
axones hacia las FSNs (descritas a continuacion) y reciben inervaciones de SPNs, FSNs y otras
aferentes dopaminérgicas y glutamatérgicas provenientes del tilamo y la corteza (Tepper et al.
2004, Wilson 2004). Ademads, se tienen registros de que estas interneuronas se encuentran muy
activas durante tareas de recompensa y se consideran muy importantes en el aprendizaje dirigido
hacia una meta (Wilson 2004). El funcionamiento correcto de las TANs depende en gran medida

de sus aferentes dopaminérgicas, taldmicas y corticales glutamatérgicas.

Electrofisiolégicamente, las TANs se caracterizan por tener un disparo lento y regular (con
frecuencia de 2 a 10 Hz) debido a que poseen corrientes entrantes de Na*y corrientes catidnicas
activadas por hiperpolarizaciéon (Bennett & Wilson 2003). Los potenciales de accion que exhiben
son de larga duracién y estdn restringidos por una corriente persistente post-hiperpolarizante. En
actividad espontdnea disparan siguiendo un ritmo marcapaso, lo cual indica que su PMR es
despolarizado (Kawaguchi et al. 1995, Wilson 2004).
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1.1.3. Interneuronas de disparo rapido

Las interneuronas de disparo rapido (FSNs) se consideran células bipolares de tipo canasta,
debido a que su ax6n se ramifica masivamente alrededor del soma y las dendritas proximales de
sus células blanco (Kawaguchi et al. 1995). El ax6n puede ramificarse en la vecindad (200-300
um) o extenderse hasta 500-600 um de longitud. Las FSNs poseen un soma de entre 16 y 18 um
y dendritas no espinosas y poco ramificadas. Las dendritas proximales son completamente lisas,
mientras que las distales contienen varicosidades (Wilson 2004) (Fig. 1.1.2B). Se consideran
neuronas reactivas a parvalbimina (PV) y se encuentran en mayor abundancia en el estriado
lateral en comparacion con el medial, sugiriendo que juegan un papel importante en la integracién
sensomotora. En el NE de roedores forman el 1% de la poblacién neuronal total (Wilson 2004,
Tepper & Bolam 2004).

Las FSNs son de naturaleza GABAérgica y presentan uniones comunicantes (gap junctions, en
inglés), lo cual les permite interactuar con mayor rapidez al acoplarse eléctricamente y asi formar
una red de inhibicién mds fuerte que aquella generada por una sola célula (Tepper & Bolam
2004). La inhibicién sindptica que las FSNs ejercen sobre las SPNs, sus blancos principales,
equivale a una hiperpolarizacién de 1 mV a partir de un potencial de accién en la pre-sinapsis y
hasta 7 mV cuando la presinapsis dispara en rafagas (Wilson 2004). Por si fuera poco, se sabe
que una SPNs recibe sinapsis inhibitorias de 4 a 27 FSNs, en las cuales cada una hace de 135-541
contactos sindpticos, la mayoria perisomédticos y en las dendritas proximales (Tepper & Bolam
2004, Tepper et al. 2008). Estas interneuronas también tienen eferentes con TANs, y aferentes
excitatorias glutamatérgicas de la corteza y el tdlamo, colinérgicas de las TANs y GABAérgicas
de neuronas palidales (Bennett & Wilson 2003, Tepper et al. 2010).

Se ha comprobado que la entrada cortical sobre estas interneuronas es muy fuerte y difiere de la
entrada sobre las SPNs, pues un estimulo cortical débil (que no genera una respuesta excitatoria
en las SPNs) produce una respuesta inmediata y en gran escala en las FSNs, a tal grado de generar
disparo en rafagas (Tepper et al. 2008). Ademds, las FSNs presentan contactos sindpticos de
aferentes glutamatérgicas y colinérgicas mds abundantes que en las SPNs. De esta manera, estas

interneuronas desarrollan un papel fundamental en el control de la actividad de las SPNs.

Electrofisiolégicamente, las FSNs poseen caracteristicas unicas. La principal es que su fre-

cuencia de disparo puede ser mayor a 200 Hz y no presentan adaptacion (Tepper et al. 2010),
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de ahi que se denomine neurona de disparo rdpido o en rafaga. Esto lo logran gracias a que
presentan un potencial de accién corto en duracién y contienen quelantes de Ca**intracelular
(parvalbumina, PV), evitando asi toxicidad alguna debida a potenciales de accién masivos. Las
FSNs tienen una resistencia de entrada baja (50-150 mS2), similar a la de las SPNs, pero con una
rectificacion entrante menor (Tepper ef al. 2010). Ademas, la actividad de las FSNs es silente,
su PMR se encuentra alrededor de -80 mV y presentan un potencial post-hiperpolarizante breve
(Wilson 2004).

1.1.4. Interneuronas de disparo a bajo umbral

Las neuronas de disparo a bajo umbral (LTSNs) son neuronas de tipo bipolar GABAérgica co-
mo las FSNs, pero éstas también son positivas a somatostatina (SOM), neuropéptido Y (NPY),
oxido nitrico sintasa (NOS) y NADPH diaforasa (Tepper & Bolam 2004). De hecho, estas in-
terneuronas presentan menor sintesis del neurotransmisor GABA en comparacién con las FSNs,
pero debido a que también liberan SOM, NOS y NPY resultan importantes en el microcircuito
estriatal (Tepper et al. 2010). Las LTSNs son de tamafio mediano, con somas de entre 10 a 20 um,
su arbol dendritico es el menos denso de todas las interneuronas estriatales y sus campos axo-
nales son aun mds extensos que las FSNs, sin llegar a formar canastas (Bennett & Wilson 2003)
(Fig. 1.1.2B). Las LTSNs representan cerca del 0.8 % de la poblacion neuronal estriatal total. Sus
aferentes principales son glutamatérgicas, tanto de la corteza como del tdlamo, dopaminérgicas,
colinérgicas y GABAérgicas provenientes de las FSNs y de neuronas palidales (Wilson 2004,
Tepper et al. 2010).

La principal eferencia de las LTSNs es hacia las SPNs, en donde la activacién tnica de estas
interneuronas provoca IPSPs de gran magnitud, capaces de silenciar el disparo en las neuronas
post-sindpticas (Tepper et al. 2008). Aunque, en la actualidad existe controversia sobre la inhibi-
cién que estas neuronas ejercen en las SPNs, puesto que con ayuda de técnicas optogenéticas se
encontraron corrientes inhibitorias post-sinapticas (IPSCs, por sus siglas en inglés) muy débiles
entre la sinapsis LTSN-SPN, en comparacién con aquellas méas robustas entre FSN-SPN (Gittis
et al. 2010). Otros estudio, donde se analiza la plasticidad sindptica inhibitoria sobre las SPNs
reporta que existen al menos tres dindmicas de plasticidad diferentes, lo cual es un indicador de
que poseen innervaciones presindpticas distintas (Barroso-Flores et al. En prensa), una de las
cuales probablemente provenga de las LTSNs. Dichas interneuronas forman contactos sindpticos

con interneuronas colinérgicas, donde generan IPSCs muy pequefios (Tepper et al. 2010). Por
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otro lado, se tienen registros de que el neuromodulador SOM, liberado por las LTSNs ejerce una
inhibicion presindptica muy potente entre la conexion SPN-SPN, donde es capaz de disminuir la
liberacion del neurotransmisor GABA en las SPNs (Lopez-Huerta et al. 2008).

Las LTSNs poseen una huella electrofisiolégica peculiar, ya que presentan espigas de calcio
de bajo umbral (de ahi su nombre) y mesetas de despolarizacion prolongadas dependientes de
VGCCs tipo T (Vizcarra-Chacon et al. 2013). Ademas, estas interneuronas también presentan
excitacion en rebote (off-rebound, en inglés), tienen una resistencia de entrada alta y un PMR

relativamente despolarizado (Kawaguchi et al. 1995).

1.1.5. Otras poblaciones de interneuronas

Aparte de las interneuronas ya mencionadas, se conocen otras interneuronas que se encuentran
en minoria dentro de la poblacion estriatal. Un grupo lo comprenden las interneuronas positivas
a calretinina, una proteina amortiguadora de Ca2*. Estas forman el 0.5 % de la poblaci6n estriatal
total, también son de naturaleza GABAérgica, son de tamafo medio con somas de 9-17 um
y pocas dendritas sin espinas. Aln no se conocen registros electrofisiolégicos de este tipo de
neuronas, pero se ha detectado que colocalizan con aquellas que expresan PV (Tepper & Bolam
2004, Tepper et al. 2010).

También existen interneuronas tirosil-hidroxilasa positivas (TH+), las cuales son neuronas bi-
polares, tienen somas medianos (10-20 um), escasas ramificaciones de dendritas lisas y se estima
existen alrededor de 10,000 en la poblacién estriatal (Tepper et al. 2010). De acuerdo a su electro-
fisiologia, se conocen cuatro subtipos de dichas interneuronas (Ibanez-Sandoval et al. 2010). Por
ultimo, existen otras interneuronas poco descritas, de las cuales atn se ignoran sus propiedades
electrofisioldgicas, sus acciones sindpticas y su funcién dentro del microcircuito estriatal. Aqui
encontramos a neuronas sin espinas que expresan calbindina (una proteina semejante a la calre-
tinina), otras que expresan colesistoquinina y algunas mas que contienen polipéptido vasoactivo
intestinal (Bennett & Wilson 2003, Tepper et al. 2010).

Debido a que estas neuronas comprenden una minoria en la poblacién estriatal, su efecto en
el microcircuito es descartado. Por consiguiente, para propdsitos de este trabajo se aludird a los

tres principales grupos de interneuronas: las TANs, FSNs y LTSNs.
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1.2. Microcircuito cortico-estriatal

La principal aferencia del NE proviene de las neuronas piramidales de la capa V de la corte-
za cerebral, las cuales realizan contactos mono-sindpticos glutamatérgicos tanto con las SPNs,
como con las interneuronas estriatales. Estudios previos han descrito la respuesta de activacion
de la poblacidn estriatal ante estimulacion ortodromica cortico-estriatal y reportan que las inter-
neuronas FSNs y TANs poseen una menor latencia de activacién en comparacion con las SPNs
y demads interneuronas (Vizcarra-Chacon et al. 2013). De esta manera, la estimulacién cortico-
estriatal genera respuestas polisindpticas de cientos de milisegundos de duracion en las SPNs,
capaces de disparar trenes de potenciales de accion (Vizcarra-Chacon et al. 2013). Asi, cuan-
do la informacién de un potencial sindptico cortical se registra en una SPN, se observa no sélo
el efecto glutamatérgico de éste, sino que la conjuncién de la excitacion glutamatérgica con la

modulacién colinérgica y la inhibicion GABAérgica de interneuronas y otras SPNs (Fig. 1.2.1).

Especificamente, se sabe que las SPNs poseen receptores a glutamato de tipo NMDA, AMPA
y kainato. La activacién de dichos receptores ante la liberacion glutamatérgica por parte de las
neuronas piramidales genera potenciales post-sindpticos excitatorios (EPSPs) en las SPNs, los
cuales pueden aumentarse, tanto en nimero como en amplitud, por la activacion de canales de
Ca* dependientes de voltaje (VGCCs) en sus dendritas (Galarraga et al. 1997, Higley & Sa-
batini 2008, Flores-Barrera et al. 2011). Las SPNs poseen VGCCs tipo P/Q en la presinapsis;
tipo N en el soma; tipo L, como se ha mencionado y tipo R y T, pero estos ultimos generan
conductancias muy pequefias o se desconoce su aportacion exacta (Bargas et al. 1994, Song
& Surmeier 1996, Bargas et al. 1998, Carter & Sabatini 2004, Salgado et al. 2005, Higley &
Sabatini 2008). Diversos estudios en las SPNs proponen que el mantenimiento y amplificacion
de la respuesta sindptica cortico-estriatal esta dada por la participacion de las conductancias de
VGCCs tipo L, especificamente (Galarraga et al. 1997, Pérez-Garci et al. 2003, Cepeda et al.
2008, Flores-Barrera et al. 2011, Arias-Garcia et al. 2013). Los potenciales en meseta que se
generan como respuesta ante la estimulacion cortical se consideran ventanas de sincronizacion
entre la actividad de distintos grupos de SPNs, puesto que subyacen la oscilacion entre los esta-
dos up y down en dichas neuronas. Por tanto, comprenden una parte fundamental en la dindmica
de la red estriatal debido a que dichas transiciones modulan la funcién de los GB al permitir o
no la salida de informacion estriatal (Carter & Sabatini 2004, Vizcarra-Chacoén et al. 2013). Mas
adelante se detallard este tipo de respuestas en las SPNs evocadas por estimulacién ortodrémica

cortico-estriatal.
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Figura 1.2.1. Aferencias participantes en la integracion sinaptica de una SPN. Debido a que las SPNs reciben
terminales glutamatérgicas de la corteza, dopaminérgicas de la SNc, colinérgicas de las TANs y GABAér-
gicas de FSNs, LTSNs y otras SPNs; su respuesta sindptica es compleja e integra tanto el componente
dendritico como el somadtico. Ver abreviauras al inicio.

Las SPNs también poseen receptores GABA tipo A y B en su membrana, pero de forma di-
ferencial: los primeros son ionotropicos y se encuentran tanto en el soma como en las dendri-
tas, mientras que los segundos son receptores metabotropicos y se encuentran en las terminales
axonicas, donde funcionan como autorreceptores (Tepper et al. 2007). Por ende, los recepto-
res GABA, de las SPNs son aquellos que se activan ante la estimulacién ortodrémica cortico-

estriatal.

El receptor GABA 4 es una proteina transmembranal pentamérica que forma un poro permeable
al i6n CI" y, en menor medida, al HCO3™ (Tepper et al. 2007). Produce una respuesta sindptica
rdpida (en cuestion de milisegundos) y también, debido a la presencia de receptores GABA
extrasinapticos, puede ocasionar inhibicion ténica (Tepper et al. 2007). El flujo de CI” a través
del receptor GABA 4 esta delimitado por el gradiente electroquimico entre el interior y el exterior
celular. Por una parte, se debe a la concentracién de CI” intracelular y por otra, al flujo neto de
cargas positivas y negativas a través de la membrana. Al final de la introduccion se ahondara
en el tema de la concentracion intracelular del ion Cl™ en las SPNs. Mientras tanto, basta decir
que en la mayoria de las células la concentracion intracelular de CI” es alta y el potencial de
reposo se encuentra por arriba del potencial de inversion de la conductancia GABAérgica, por
lo que la activacion de los receptores GABA genera IPSPs (Kita et al. 1985). Sin embargo, en
las SPNs registradas in vitro la respuesta GABAérgica muestra un potencial de inversién (Ecy->)

3Como el i6n m4s permeable a través del receptor GABA 4 es el cloro (CI°), el potencial de inversién de la respuesta
GABA¢érgica se aproxima al potencial de inversion del ién CI". Debido a esto en algunos trabajos se consideran
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Figura 1.2.2. Potencial de inversion de la respuesta GABAérgica en el soma de las SPNs. En A y C se muestran
registros intracelulares de IPSPs e EPSPs en fijacion de corriente a diferentes PMR. En B y D se observan
las gfaficas de la amplitud del IPSPs en funcién del RPM, para representar que el potencial de inversion
de la respuesta GABAérgica estd alrededor de -70 mV en las SPNs. Todos los registros se llevaron a cabo
por estimulacion cortico-estriatal y en presencia de QX-314, CNQX y APV. Modificado de Flores-Barrera

et al. (2009).

de alrededor de -70 mV registrado en el soma (Fig. 1.2.2) y como su PMR se encuentra cercano

a -85 mV, el efecto de la activacion de los receptores GABA 4 es despolarizante (Jiang & North

1991, Tepper et al. 2007, Flores-Barrera et al. 2009).

Pero, ;cémo puede existir inhibicion sindptica despolarizante? A pesar de que el nombre sue-
na contradictorio porque nuestra idea de inhibicién va acorde con la hiperpolarizacion, existe
un caso donde la transmision sindptica GABAérgica si puede ser despolarizante. El término se
denomina shunting inhibition (debido a la derivacién que ejerce sobre la inhibicién; en espafiol

se traduce como inhibicién en corto circuito), y se refiere al caso especifico cuando el PMR es

valores intercambiables y en éste nos referiremos por igual a ambos potenciales de inversion.
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menor al potencial de inversion de la conductancia del receptor GABA 4 y €ste a su vez es menor
que el umbral de disparo (Tepper et al. 2004; 2007, Bartos et al. 2007, Flores-Barrera et al. 2009).
Tomando en cuenta que durante la inhibicidn clésica, la despolarizacién en forma de EPSCs me-
diada por una sinapsis excitatoria y los IPSCs de una sinapsis inhibitoria se encuentran al interior
de la célula y se suman linealmente, provocando una hiperpolarizacion membranal siempre que
la sinapsis inhibitoria sea mds fuerte que la excitatoria. Lo que ocurre durante la inhibicién en
shunting es lo siguiente, los IPSCs se integran en la membrana somato-dendritica de manera no
lineal, ocasionando dos fases: en la primera, la conductancia sindptica provoca una reduccién
en la excitabilidad de la célula que presenta despolarizacion simultdnea (Bartos et al. 2007). En
cambio, en la segunda fase la conductancia sindptica decrece, a la vez que la despolarizacién
persiste, lo cual provoca un aumento en la excitabilidad (Bartos et al. 2007). Ademas, la contri-
bucidn de las dos fases temporales depende de factores espaciales. En este sentido, si la sinapsis
GABA¢érgica de tipo shunting se encuentra cercana al sitio donde se originan los potenciales
de accién, ambas fases son relevantes. Pero si se encuentra alejada, sélo la segunda fase des-
polarizante serd significativa, ya que el componente que logra propagarse electrotonicamente es
unicamente la despolarizacidn y no la conductancia sindptica (Bartos et al. 2007). En este tltimo
caso, la sinapsis en shunting es completamente excitatoria. Dicho de otra forma, la inhibicién
GABA¢érgica de tipo shunting genera IPSCs que pueden resultar en la hiperpolarizacién o des-
polarizacion del potencial de membrana en la célula post-sindptica, segin el cambio neto en el

flujo de iones de la conductancia inhibitoria y los factores temporales y espaciales mencionados.

Ahora bien, el NE es un nicleo mayoritariamente GABAérgico y la inhibicién que se lleva
a cabo en el microcircuito estriatal ocurre tanto entre SPNs, como entre interneuronas y SPNs.
En base a esto, se reconocen dos tipos de inhibicidn sobre las SPNs: la inhibicién mediada por
las colaterales axonicas que las SPNs dejan en el NE se conoce como inhibicion lateral o en
retroalimentacion (feedback, en inglés) (Kita 1996, Tepper et al. 2007; 2008). Y la inhibicion
que las interneuronas GABAérgicas ejercen sobre las SPNs, la cual se denomina feedforward
inhibition, que en espaifiol se puede traducir como inhibicién anterdgrada, en el sentido de que
las interneuronas se anticipan a la respuesta de las SPNs (Kita 1996, Tepper et al. 2007; 2008).
Antes se crefa que la inhibicion lateral tenia un efecto muy fuerte debido al alto porcentaje de
SPNs en la poblacién estriatal y a su alta conectividad de forma reciproca, cuyo efecto podria
ser similar al de una red competitiva o de tipo “el ganador se lo lleva todo” (winner takes all,
en inglés). Brevemente, las SPNs maés activadas por la corteza ejercerdn una inhibicién sobre

las menos activadas, impidiendo asi su participacion en los estados up y filtrando cierto ruido
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1.2. Microcircuito cortico-estriatal

de la entrada cortical (Tepper et al. 2007). Sin embargo, al estudiar estas sinapsis en registros
unitarios, se comprob6 que generan IPSCs débiles y que, en comparacion con la inhibicion feed-
forward, su efecto es poco significativo al momento de permitir o suprimir una salida sindptica
del estriado (Tepper et al. 2007; 2008). Estos estudios mencionan a la inhibicién feedforward
como la encargada de regular con precision la sincronizacion del disparo en las SPNs; mientras
que la inhibicién lateral se delimita a procesos que ocurren en las dendritas, tal vez influyendo
en la plasticidad sindptica ante estimulos provenientes del tdlamo y corteza (Tepper et al. 2008).
Por tanto, durante algin tiempo la importancia de la inhibicién lateral permaneci6 en controver-
sia. Pero, estudios recientes y especificos sobre este tipo de inhibiciéon muestran que su efecto
es clave a la hora de controlar ensambles neuronales en el microcircuito estriatal (Lopez-Huerta
et al. 2013). El hallazgo menciona que la inhibicidn lateral, para ser eficiente, debe provenir de
un grupo sincronizado de SPNs que convergen sobre otras SPNs. De esta manera, la inhibicion
lateral no se da de neurona a neurona, sino que de un ensamble neuronal a otro, permitiendo la

alternancia entre uno u otro ensamble (L6pez-Huerta et al. 2013).

En cuestion del microcircuito estriatal, el nuevo modelo propone a las interneuronas como
comandantes de la dindmica de seleccion de grupos de SPNs para habilitar salidas de informacion
(estados de activacion); mientras que las SPNs al ser dirigidas por las interneuronas, filtran la
informacion de entrada, participan en multiples estados de activacion de la red estriatal y al
alternarse se logra mantener una memoria del comando motor ejecutado (Carrillo-Reid et al.
2008, Lopez-Huerta et al. 2013, Vizcarra-Chacén et al. 2013).

En resumen, la entrada cortical combinada con la informacién aportada por las conexiones
intra-estriatales y las propiedades intrinsecas de las SPNs, logran de forma sincronizada y re-
verberante que grupos de neuronas se activen mientras otros permanecen silentes (Carter et al.
2007). En especial, la inhibicion GABAérgica juega un rol de suma importancia en la salida de
informacion del estriado y es mediada principalmente por las interneuronas GABAérgicas (Tep-
per et al. 2008). Ademds, si se recuerda, la actividad del estriado aumenta al realizar movimientos
voluntarios o simplemente al prepararse para realizar una conducta (Kravitz et al. 2010); enton-
ces, la dindmica del microcircuito cortico-estriatal representa un segmento del correlato neural
de programas motores que permiten la ejecucién de movimientos (Carrillo-Reid et al. 2008,
Kreitzer & Malenka 2008). Una vez que una secuencia es aprendida, los pesos sindpticos de las
conexiones estriatales se modifican mediante plasticidad sindptica y este hecho subyace a la co-
dificacién de memorias de procedimiento (Carrillo-Reid ef al. 2008, Kreitzer & Malenka 2008).
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Asi, se logra la ejecucion de acciones sin esfuerzo, como, por mencionar unas cuantas: andar en
bicicleta, manejar un auto o tocar el piano. En el NE se almacenan cientos de programas motores
de este tipo, por tanto el mal funcionamiento de éstos provoca, por lo general, la ocurrencia de
desordenes motores. Sin duda alguna, se debe estudiar al microcircuito cortico-estriatal con la
intencion de reconocer la dindmica de éste y sus diferencias en las distintas patologias relaciona-
das con los GB. En este trabajo se estudia dicho microcircuito en base a la integracién sindptica

de las SPNs ante estimulos corticales.

1.2.1. Caracteristicas de la respuesta sinaptica cortico-estriatal

En 2010, Flores-Barrera et al. describieron que ante la estimulacién ortodrémica cortical, las
dos subpoblaciones de SPNs generan potenciales polisindpticos en meseta con caracteristicas
diferentes entre si. Utilizando ratones BAC-GFP-DRD1/2 lograron diferenciar las respuestas de
las D1-SPNs y las D2-SPNs, obteniendo respuestas contrastantes: los registros sindpticos en las
D1-SPNs poseen un potencial con una meseta de mayor duracién, mayor area bajo la curva y con
mas potenciales de accion que lo de las D2-SPNs (Fig. 1.2.34). En cambio, la respuesta en las
D2-SPNss se caracteriza por ser breve, por exhibir potenciales de accion con mayor frecuencia que
las D1-SPNs y por su capacidad para generar potenciales de Ca>* dendriticos autorregenerativos
(Fig. 1.2.3B, C y E). De hecho, el mismo trabajo demuestra que las diferencias se observan
desde estimulaciones subumbrales, donde la respuesta en las D1-SPNs es nuevamente de mayor
duracién que en las D2-SPNs (Fig. 1.2.3D). Dicho reconocimiento manifiesta que la integracion
sindptica cortico-estriatal es diferente para cada subpoblaciéon de SPNs a tal grado que puede
utilizarse como un recurso para identificarlas durante el registro electrofisiolégico. El mismo
efecto se obtuvo al analizar las respuestas sindpticas cortico-estriatales en ratas Wistar, donde
la identificacion de las células se lograba al realizar un ensayo inmunocitoquimico contra los
péptidos especificos para cada subpoblacion de SPNs (sustancia P para las D1- y encefalina para
las D2-SPNs).

Pero, ;cémo es posible que la misma aferencia cortical genere respuestas sindpticas tan dis-
tintas en las SPNs? En realidad, la respuesta a dicha pregunta se contesta argumentando sim-
plemente que las SPNs de ambas vias presentan propiedades intrinsecas distintas. Debido a que
no existen diferencias anatomicas entre las sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas que llegan
a los dos tipos de SPNs y que incluso, el mismo protocolo de estimulacién genera respuestas

diferentes en toda la poblacion neuronal del NE (Vizcarra-Chacon et al. 2013). De hecho, al es-
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1.2. Microcircuito cortico-estriatal

D1-SPN
1
T 15 mVl
I 100 ms
i 100ms
D2-SPN I
5mV| 2
50 ms
15mv| ] jomv}

» 25 ms

Figura 1.2.3. Diferencias en la respuesta sinaptica cortico-estriatal de las SPNs. A y B muestran las familias
de respuestas sub y supraumbrales ante estimulacién ortodrémica de SPNs. Los insertos sefialan las células
registradas y su colocalizacién con la eGFP de ratones transgénicos BAC-D1/D2. En C y D se observan
trazos Unicos para su comparacion. Resalta que la respuesta en las D1-SPNs tiene mayor duracién y drea
bajo la curva. E muestra la diferencia en la frecuencia de disparo de ambos tipos de respuesta, donde se
reconoce que las D2-SPNs tienen una frecuencia mayor. Modificado de Flores-Barrera et al. (2010).

tudiar las conductancias de canales de K* dependientes de Ca’* tipo BK y SK sobre la misma
respuesta cortico-estriatal en las SPNs, se reconocié que dichas conductancias son propiedades
determinantes en las diferencias en la integracion sindptica entre ambos tipos de SPNs (Arias-
Garcia et al. 2013). La activacion de los componentes BK y SK es més répida en las D2-SPNs
en comparacién con las D1-SPNs; lo cual va acorde con la corta duracién de las mesetas despo-
larizantes en las D2-SPNs y permite que dichas mesetas sean mas prolongadas en las D1-SPNs.
Ademds, se observé que al activar los canales de K+ dependientes de Ca*, la respuesta sindptica
de las D1-SPNs se volvia muy parecida a aquella exhibida por las D2-SPNs; y que al inhibir
dichas conductancias, las D2-SPNs presentaban una respuesta similar a la de las D1-SPNs en

condiciones control.

18



Capitulo 1. Introduccion

1.2.2. Inhibicion GABAérgica en la respuesta sinaptica
cortico-estriatal

Las SPNs, ademds de tener propiedades intrinsecas distintas, también integran la inhibicién
sindptica GABAérgica de manera diferente. De esta forma, la relacién entre las propiedades in-
trinsecas de cada tipo neuronal y la inhibicién sindptica que reciben de las conexiones GABAér-
gicas del microcircuito estriatal, es responsable de ocasionar las diferencias en los potenciales en

meseta de las SPNs ante estimulacion cortical.

El mismo grupo de investigacién (Flores-Barrera et al. 2010), estudié el componente GA-
BAérgico sobre la respuesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs con la finalidad de probar si
existian diferencias. El experiment6 consistio en eliminar la contribucion GABAérgica mediante
el bloqueo de los receptores GABA al aplicar bicuculina (10 uM). Nuevamente, los resultados
muestran efectos completamente diferentes entre las dos subpoblaciones de SPNs ante estimulos
supraumbrales: en las D1-SPNs se obtiene un efecto dual o bifésico, en la parte inicial de la res-
puesta se aumenta la despolarizacion y en la parte tardia se reduce el potencial en meseta (Fig.
1.2.4A, B, C). Estos datos sugieren que la inhibicion GABA¢érgica actia restringiendo el disparo
al inicio de la respuesta y después, mantiene la meseta de despolarizacion, siguiendo el efecto in-
hibitorio de tipo shunting. En cambio, los resultados para las D2-SPNs muestran un aumento en
toda la duracion de la respuesta sindptica en presencia de bicuculina (Fig. 1.2.4E, F, G). Enton-
ces, el efecto GABA¢érgico estd restringiendo el disparo en estas neuronas. Esta heterogeneidad
es clara desde estimulaciones subumbrales (no se muestran la figura, ver Resultados); donde el
efecto en las D2-SPNs permanece igual, el GABA restringe la despolarizacion y tiene un efecto
inhibitorio cldsico. Mientras que la transmision sindptica GABAérgica en las D1-SPNs a nivel

subumbral aumenta la despolarizacién durante toda la respuesta.

Este antecedente resulta sumamente importante para elucidar la integracion sindptica cortico-
estriatal y ademds, es de suma importancia para efectos del presente trabajo. Con ello se de-
termina que la integracion sindptica GABAérgica cortico-estriatal de las SPNs es distinta entre
una y otra subpoblacién, y que dicha diferencia explica, en parte, la variacion entre las respuestas
cortico-estriatales control, como se ha mencionado. Pero, si recordamos, ambos tipos de neuronas
presentan inhibicion de tipo shunting al registrar en el soma. Entonces, ;como se puede explicar
un efecto GABAérgico contrastante y diferencial en la integracién sindptica cortico-estriatal de

las SPNs? Dado que el potencial de inversion de la conductancia sindptica GABAérgica (ECI")
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Figura 1.2.4. La contribucion de la inhibicion sinaptica es diferente en las respuestas cortico-estriatales de
las SPNs. A y E muestran los trazos supraumbrales control ante estimulacién ortodrémica para cada SPN.
En By F se encuentran dichos trazos ante la adicién de 10 uM de bicuculina (antagonista de receptores
GABA,). Finalmente, C y G representan la comparacién de los trazos superiores. Se observa como el
bloqueo del componente GABAérgico en las D1-SPNs tiene un componente bifdsico: primero, aumenta
la respuesta y después, la reduce. Mientras que en las D2-SPNs, la respuesta ante bicuculina siempre es
mayor. Modificado de Flores-Barrera et al. (2010).

es similar en ambas poblaciones de SPNs (Fig. 1.2.2) y que no se han encontrado diferencias en-
tre las conexiones entre interneuronas GABAérgicas y neuronas piramidales glutamatérgicas con
ambos tipos de SPNs; la distincion en la contribucion GABAérgica sobre la integracion sindpti-
ca cortico-estriatal debe estar respaldada por propiedades intrinsecas a cada tipo de SPN. Pero,
(cudles propiedades intrinsecas podrian respaldar tal efecto? En base a la literatura estudiada, en

este trabajo me centraré en dos posibilidades.

20



Capitulo 1. Introduccion

Cotransportadores de cloro

El efecto excitatorio a través de la transmision GABAérgica se ha analizado en distintas espe-
cies animales, estructuras del SNC, preparaciones y condiciones (Ben-Ari 2002, Fukuda 2005,
Ben-Ari 2014). En estos estudios, dicho efecto se relaciona con la concentracién de cloro intra-
celular (CI7;), donde en células inmaduras o dafiadas es muy alta y en células adultas o sanas
disminuye. Ademads, se sabe que la concentracion de CI” intracelular se relaciona con el balance
entre exportadores e importadores de Cl7; siendo los principales en las neuronas del SNC los co-
transportadores cloro-catiénicos NKCC1 y KCC2 (Payne et al. 2003, Bartos et al. 2007, Blaesse
et al. 2009, Mao et al. 2012, Ben-Ari 2014, Glykys et al. 2014). E1 NKCC1 (cotransportador de
sodio, potasio, cloro 1, por sus siglas en inglés) introduce a la célula aniones CI” al intercambiar-
los por cationes Na* y K* (Fig. 1.2.5) (Payne ef al. 2003, Chamma et al. 2012). Mientras que
el KCC2 (cotransportador de potasio, cloro 2) deja salir aniones CI” siguiendo el gradiente de
concentracion de K* (Fig. 1.2.5) (Payne et al. 2003, Chamma et al. 2012). Por tanto, si en una
célula existe poca expresion de NKCCl1, el CI" tendrd menor probabilidad de ingresar a la célula
y, en consecuencia, la concentracién de CI™ intracelular serd baja. Por el contrario, si el transpor-
tador KCC2 se encuentra menos expresado, el CI" no podra salir de la célula y su concentracion

al interior sera alta.

El cambio en la concentracién intracelular de iones ocasiona un efecto distinto en el flujo de
CI" a través del receptor GABA: en el primer caso (baja expresion de NKCC1) el flujo de CI” al
momento de abrir el poro del receptor, se dirigird al interior de la célula, tratando de amortiguar
la diferencia de concentracion; en cambio el resultado seria opuesto en el segundo caso (baja
expresion de KCC2), donde el flujo neto de aniones CI seria hacia el exterior celular siguiendo la
diferencia de concentracion entre el exterior y el interior celular. De esta manera, la transmisién
sindptica GABAérgica resultard hiperpolarizante o despolarizante, respectivamente. De hecho,
una expresion tardia del transportador KCC2 es lo que ocasiona que las sinapsis GABAérgicas
sean excitatorias en células en desarrollo (Ben-Ari 2002, Ben-Ari et al. 2012) y, probablemente
este efecto sea una adaptacion a la posterior formacion de sinapsis glutamatérgicas respecto a las

GABAérgicas durante la ontogénesis.

Los estudios sobre acciones despolarizantes del neurotransmisor GABA son pocos si no se to-
man en cuenta los casos en condiciones transitorias o patoldgicas. Aun asi, existen algunos donde

neuronas del SNC adulto poseen transmision GABAérgica despolarizante durante sus funciones
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Figura 1.2.5. Esquema de los cotransportadores de cloro. Se muestran los dibujos de los intercambiadores
de cloro y cationes, NKCC1 y KCC2. Ambos cotransportadores funcionan siguiende el gradiente electro-
quimico del principal catiéon: Na* para el NKCC1 y K* para el KCC2. De esta manera, el primero logra
introducir dos moléculas de CI” por cada Na* y K*; mientras que el segundo saca de la célula un CI" por
cada K*. Modificado de Chamma ef al. (2012).

normales. Uno de ellos se registré en neuronas magnocelulares del hipotdlamo, donde se reco-
noce un efecto opuesto en la inhibicion sindptica GABAérgica, ya que las neuronas secretoras
de vasopresina tienen sinapsis GABAérgicas excitatorias y las secretoras de oxitocina, inhibito-
rias (Haam et al. 2012). El estudio revel6 que la falta de expresion del transportador KCC2 en
las primeras neuronas, ocasiona que el potencial de inversién de la conductancia GABAérgica
sea positivo respecto al PMR y negativo respecto al umbral de disparo, obteniendo una inhibi-
cién de tipo shunting. Ademads, el potencial de inversion se volvia menor al PMR en presencia
del bloqueador selectivo al transportador NKCC1, indicando que la alta concentracion de CI°
intracelular es la responsable de la transmision GABAérgica despolarizante. Por el otro lado,
las células secretadoras de oxitocina si contienen el transportador KCC2 y presentan inhibicién
clasica. Al bloquear selectivamente éste cotransportador, el potencial de inversion de la sinapsis

GABA¢érgica cambia de negativo a positivo respecto al RPM.

Otro estudio en el nucleo supraquiasmatico menciona que los efectos excitadores del GABA
son mediados por el transportador NKCC1, ya que al bloquearlo selectivamente, el efecto se re-
vierte (Choi et al. 2008). Otro mas revela que la falta del transportador KCC2 en las neuronas
dopaminérgicas de la SNc merma la inhibicién mediada por el receptor GABA A en compara-

cién con la inhibicion reportada en las neuronas GABAérgicas, las cudles si presentan dicho
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transportador (Guldcsi ef al. 2003). Finalmente, también se conoce que la transmision sindptica
GABAGérgica genera un aumento en los potenciales de accién de neuronas del nucleo reticular
taldmico debido a la baja expresion del transportador KCC2 (Sun et al. 2012). En este estudio,
incluso se reporté que la despolarizacion mediada por el receptor GABA, se amplifica en la
post-sinapsis debido a la activacion de VGCCs tipo T, lo cual ocasiona un aumento en la concen-

tracién dendritica de Ca®* y produce disparo en rfagas en estas neuronas.

Es importante mencionar que, generalmente, la concentracion de CI al interior de las células
no es homogénea a través de toda la membrana axo-somato-dendritica. En la mayoria de los
casos, en las dendritas es menor en comparacién al soma y al axén (Béldi er al. 2010, Glykys
et al. 2014). Entonces, se puede extrapolar que la expresion de transportadores tampoco debe de
ser igual en toda la membrana celular, ya que las células poseen compartimentacion. Por tanto,
dado los antecedentes mencionados, una expresion diferencial de los cotransportadores NKCC1
y KCC2 en las SPNs podria subyacer el efecto de la transmision GABAérgica hiperpolarizante
o despolarizante en la respuesta sindptica cortico-estriatal. Por otro lado, existen reportes sobre
la capacidad limitante que los transportadores de CI" NKCC1 y KCC2 poseen para mover dicho
anion (Glykys et al. 2014). Esto puede deberse a que también existen otros cotransportadores o

a que el flujo neto de aniones CI se debe a otras fuentes electroquimicas.

Corrientes dendriticas de calcio

Como se ha mencionado, algunas caracteristicas que exhiben las dos poblaciones de SPNs
refieren las diferencias en las propiedades intrinsecas de dichas neuronas. La excitabilidad den-
dritica mediada por VGCCs es una a resaltar, ya que las conductancias a través de estos canales
aumentan las mesetas de despolarizacion en las SPNs y proporcionan una concentracion cationi-
ca mayor al interior de las dendritas. De esta manera, este es un factor a considerar al investigar la
integracion sindptica GABAérgica heterogénea de las SPNs. En el sentido de que pueden existir
diferencias entre las conductancias mediadas entre una u otra SPN que ocasionen cambios en el
PMR a nivel de la dendrita.

El Ca?* es responsable de regular una gran variedad de procesos neuronales que van desde
la liberacion de neurotransmisores, modulacién de canales i6nicos, la induccion de plasticidad
sindptica, el control metabdlico, la transcripcion génica hasta la excitabilidad neuronal (Higley

& Sabatini 2012). Especificamente, en las SPNs el Ca”* intracelular participa en la regulacién de
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la frecuencia de disparo (Galarraga et al. 1989, Pérez-Garci et al. 2003) y en el mantenimiento
de las mesetas despolarizantes ante estimulos ortodrémicos cortico-estriatales (Galarraga et al.
1997, Hernandez-Lopez et al. 1997, Vergara et al. 2003).

La entrada de Ca®* en estas células estd regulada principalmente por VGCCs y en menor medi-
da, por la permeabilidad de dicho cation a través de receptores AMPA (Higley & Sabatini 2010).
Nuevamente, la expresion a nivel membranal de VGCCs en las SPNs es basta (Bargas et al. 1994,
Song & Surmeier 1996, Salgado et al. 2005). El Ca>*que fluye por estos canales tiene distintas
funciones, por ejemplo: a través de los N y P/Q permite la activacion de corrientes salientes de
K* dependientes de Ca®* (SK y BK) determinantes del post-potencial hiperpolarizante y de la
duracién de las mesetas de despolarizacion (Vilchis et al. 2000, Arias-Garcia et al. 2013). Por
su parte, el Ca®* cerca de la regién dendritica se debe a la presencia de VGCCs tipo L, Ry T
(Galarraga et al. 1997, McRory et al. 2001, Carter & Sabatini 2004, Higley & Sabatini 2008,
Plotkin et al. 2011). Es importante aclarar que, a pesar de que las conductancias a través de
los VGCCs tipo R y T han sido controversiales debido a que se activan a umbrales mas bajos
que las demds, en las SPNs se han diferenciado con facilidad (Talley et al. 1999, McRory et al.
2001, McKay et al. 2006). Las conductancias mediadas por VGCCs tipo R duran s6lo algunos
cientos de microsegundos, mientras que aquellas mediadas por VGCCs tipo T son mucho mas
prolongadas (Foehring et al. 2000). Por tanto, en la respuesta sindptica cortico-estriatal que dura
cientos de milisegundos, la aportacion de los VGCCs tipo R puede descartarse debido a que es

muy pequena.

El antecedente mds claro que se tiene de la diferencia en la excitabilidad dendritica entre las
SPNss se basa en el estudio de Day et al. (2008), donde usando técnicas basadas en la fluorescen-
cia de Ca®* y microscopia de doble fotén, se examinaron los potenciales de Ca>* evocados por
la propagacion reversa de potenciales de accién generados en el soma (bAP-calcium transients,
por sus siglas en inglés). Los resultados muestran que en las dendritas distales de las SPNs, los
transitorios de Ca®* evocados bAP se detectan en las D2-SPNs, pero no en las D1-SPNs (Fig.
1.2.6A, B). Ademas, la atenuacion de dichos transitorios a través de las dendritas distales, tam-
bién resulta menor en las D2-SPNs comparada con las DI1-SPNs (Fig. 1.2.6C). Es importante
mencionar, que esta diferencia no se debe a la falta de VGCCs en las D1-SPNs, pues al aplicar
Cs* intracelular (lo cual ocasiona una mejora en el control del voltaje sobre las dendritas distales)
la atenuacion desaparece, indicando que si existe disponibilidad de canales, pero éstos no estdn

siendo activados en estas neuronas (Fig. 1.2.6D). El experimento confirma una diferencia en la
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Figura 1.2.6. Distinta excitabilidad dendritica en las SPNs. Se observa la deteccién de transitorios de Ca?*
debida a bAP en las dendritas distales de las D2-SPNs, pero no de las D1-SPNs (A y B). En C se muestra
otro ejemplo de una D2-SPN con registros de transitorios de Ca>* a diferentes distancias del soma (120 y
60 um). D representa las grificas de cambio en la amplitud de dichos transitorios de Ca* en funcién de la
distancia al soma. El decremento en las D1-SPNs es mucho mayor que en las D2-SPNs, y no se observa al
cargar a las células con Cs* intracelular. Modificado de Day et al. (2008).

excitabilidad somato-dendritica entre las SPNs, siendo mayor en las D2-SPNs.

La informacién descrita menciona que, a pesar de que las SPNs poseen potenciales de mante-
nimiento similares, en las dendritas distales de las D2-SPNs hay un despolarizacién membranal
mayor que ocasiona la entrada de una corriente de Ca?* muy notoria en comparacién con las
D1-SPNs. Es decir, que a nivel dendritico las D2-SPNs son mds excitables o se despolarizan con
mayor facilidad que las D1-SPNs. Esta propiedad intrinseca puede tener multiples causas, pero
podria sustentar la diferente transmision sindptica GABAérgica entre las SPNs debido al cambio
en su PMR.
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2 Planteamiento del problema

Hace algunos afios las SPNs eran consideradas una poblacion neuronal homogénea. Después,
con el avance de técnicas anatomicas se lograron diferenciar dos subpoblaciones de SPNs con
base en el sitio donde proyectan sus axones: las de la via directa y las de la via indirecta. Poste-
riormente, se reconocid que las SPNs contienen receptores a DA distintos; las de la via directa
el tipo DI y las de la indirecta el D2. Fuera de dichas diferencias, las SPNs se consideraban
similares en anatomia, tamafio y aun en su respuesta electrofisiol6gia ante pulsos de corriente

somatica.

Con el estudio de Flores-Barrera et al. (2010) no s6lo se demostré que las SPNs son distin-
guibles mediante la respuesta sindptica ante estimulacion ortodrémica cortical, sino que también
se estipula que la transmision GABAérgica tiene distintos efectos en cada subpoblacién. De esta
manera, el presente trabajo se enfocara en estudiar las posibilidades por las cuales existe una di-
ferencia en la contribucion GABAérgica sobre las respuestas sindpticas de ambos tipos de SPNs.
Este hecho es muy importante debido a que permite discernir las diferencias en la inhibicién den-
tro de la dindmica del microcircuito del NE y como se ha mencionado, al estudiar dicha dindmica

estamos reconociendo los correlatos neurales del movimiento.

Recapitulando, en la respuesta sindptica cortico-estriatal de las D2-SPNs existe un componente
GABA¢érgico hiperpolarizante que va en desacuerdo con la inhibicién de tipo shunting caracte-

ristica del soma de las SPNs. Entonces:

1. ¢(Cudl es el mecanismo que subyace la diferencia en la contribucion GABAérgica sobre las

respuestas sindpticas en las SPNs?

Las diferencias en la contribucion GABAérgica de la integracion sindptica cortico-estriatal entre
las SPNs se deben explicar por medio de ciertas propiedades intrinsecas en cada tipo de neuronas,
debido a que la misma estimulacién provoca respuestas sindpticas diferentes en la poblacién

neuronal del NE. Por lo cual surge otra pregunta:
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2. (Qué propiedades intrinsecas a las SPNs pueden ocasionar dicho mecanismo y por ende,

respaldar las diferencias en la transmision sindptica GABAérgica?

Se sabe que el receptor GABA 4 es ionotropico y permeable al anién Cl” y que las SPNs poseen
un PMR mas hiperpolarizado (-85 mV) que el potencial de inversién del CI” (alrededor de -70
mV). La concentracién de CI” en estas neuronas puede ser distinta en base a la expresion de

ciertos cotransportadores de cloro. Por tanto es importante saber:

3. (Cbémo estan distribuidos los cotransportadores de cloro NKCC1 y KCC2 a lo largo de la

membrana somatodendritica de las SPNs?

También se sabe que las D2-SPNs poseen una mayor excitabilidad dendritica que las D1-SPNs
y ésta es mediada por VGCCs. Pero, la informacion sobre la participacion de los VGCCs en la
respuesta sindptica supraumbral cortico-estriatal en estas neuronas atn es escasa. Por lo que, nos

podemos preguntar:

4. (Cudl es la aportacion de los canales de calcio sensibles a voltaje en la respuesta sindptica

cortico-estriatal en cada tipo de SPN?

En este trabajo se propone que las diferencias en la contribucion GABAérgica deben estar res-
paldadas por propiedades intrinsecas a cada tipo de SPN. Ademads, que dichas propiedades se

basan en la distribucién electroquimica intracelular de los iones Cl" y Ca**.
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2.1. Hipétesis

General

= Las diferencias en la transmision GABA¢érgica en la respuesta sindptica de las SPNs se
explican en base a si el potencial de reposo de la célula (PMR) es menor o mayor al

potencial de inversion de la conductancia a través del receptor GABA (Ecr).

Particulares

= Si existe una diferencia en la expresion de los cotransportadores de cloro NKCC1 y KCC2
a lo largo de la membrana somato-dendritica entre los dos tipos de SPNs, entonces la
concentracion de cloro al interior de las células seria diferente, ocasionando un cambio en
el PMR en las SPNs.

* Una mayor expresion de KCC2 en la membrana de las D2-SPNs y en especial en sus
dendritas, implicaria que hay menor concentracion de cloro intracelular y por tanto,

al activar el receptor GABA 4, el anién entrard y su accion serd hiperpolarizante.

* Una mayor expresion de NKCC1 en la membrana de las D1-SPNs, implicaria que hay
mayor concentracion intracelular de cloro y por tanto, al activar el receptor GABA 4,

el anion saldrd y su accion serd despolarizante.

= La mayor excitabilidad dendritica en las D2-SPNs, mediada por una mayor entrada sinap-
tica de calcio a través de los VGCCs, podria provocar un aumento en el potencial de reposo

dendritico de estas células.

* Ocasionando una respuesta GABAérgica hiperpolarizante, si el aumento del PMR
de las dendritas se encuentra més despolarizado que el potencial de inversion de la

conductancia a través del receptor GABA,.

e Por lo tanto, al eliminar la fuente de Ca%" dendritica en las SPNs, se debe afectar
en mayor medida la transmision GABAérgica sobre la respuesta sindptica cortico-
estriatal en las D2-SPNs respecto a las D1-SPNs.

29
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2.2. Objetivos

General

= Reconocer las caracteristicas intrinsecas subyacentes al efecto GABAérgico diferente en la
integracion sindptica cortico-estriatal de las SPNs y determinar que factor puede explicar

mejor dichas diferencias:

1. Una concentracion intracelular de Cl™ distinta entre las SPNs como resultado de la
presencia de diferentes cotransportadores a lo largo de su membrana somatodendriti-

ca.

2. Una mayor participacién de VGCCs en las dendritas; los cuales, al ser activados por la
entrada glutamatérgica cortical, causan una despolarizacién importante predominante
en un tipo de SPNS.

Particulares

= Mediante técnicas inmunohistoquimicas conocer la localizacién de los cotransportadores
NKCCI y KCC2 en la membrana somatodendritica de las SPNs de ambas vias. Con la
finalidad de determinar si existe una relacion entre su expresion y la integracion sindptica

GABAérgica en las SPNs ante estimulos corticales.

» Estudiar si existe una relacién entre la activacién de corrientes de Ca** dendriticas y la
respuesta GABAérgica despolarizante o hiperpolarizante en las SPNs. Especificamente,
determinar la aportacion de las conductancias de los canales de calcio tipo T y L (pues
actian preferentemente en el compartimento dendritico de estas neuronas) en la respuesta

sindptica cortico-estriatal de las SPNs.
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Capitulo 2. Planteamiento del problema

2.3. Meétodos

2.3.1. Animales

Se utilizaron ejemplares machos de ratas Wistar de 40-60 dias de edad, ratones CD1 o transgé-
nicos BAC-eGFP expresados bajo los promotores DRD1 o DRD2 de 30-90 dias de edad; todos
provenientes del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los animales se mantu-
vieron en un ciclo normal de luz:oscuridad (12:12 horas) a temperatura ambiente (22-24°C) con
acceso libre a agua y alimento. Los procedimientos, en su totalidad, se realizaron en conformidad
con lo establecido por la Comisién de Cuidado Animal del Instituto de Fisiologia Celular (nor-
ma CICUAL-EGP41-14) y por ende, por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999)

con respecto al uso de animales de laboratorio.

2.3.2. Preparacion de tejido cerebral

Los animales, previamente anestesiados con ketamina/xylazina (80:20) via intraperitoneal, fue-
ron perfundidos intracardialmente con una solucién salina helada (4° C) saturada con O,:CO,
(95:5) que contiene (en mM): 126 NaCl, 3 KCI, 25 NaHCO3, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 11 glucosa; pH
=7.4; 300 mOsm/1. El cerebro se removié inmediatamente, se retiraron las porciones de cerebelo
y bulbo olfatorio, la porcién restante se dividié por la linea media y cada hemisferio se colocé
sobre la cdmara de un vibratomo (PELCO 101, Ted Pella Inc.), sumergido en la misma solucion,
para efectuar los cortes del tejido requeridos. Se obtuvieron rebanadas parasagitales (300 um
de grosor) capaces de preservar las innervaciones corticales hacia el neoestriado dorsal (Flores-
Barrera et al. 2009) (Fig. 2.3.1A). Dichas rebanadas se estabilizaron durante una hora, previa a
los registros, en una solucion artificial semejante al liquido cefalorraquideo (LCA) saturada per-
manentemente con O,/CO; (95:5) que contiene (en mM): 124 NacCl, 2.5 KCl, 26 NaHCO3, 1.3
MgCl,, 2 CaCl,, 10 glucosa; pH= 7.4; 300 mOsm/L.

2.3.3. Registros electrofisiolégicos

Se estudio el disparo integrado de SPNs pertenecientes a ambas vias, mediante registros intra-
celulares en la modalidad de fijacion de corriente. Retomando, las rebanadas se fijaron en una
camara de registro (3 ml de capacidad) suspendida en una mesa antivibratoria y aislada mediante
una jaula de Faraday. El tejido se perfundi6 constantemente con 1 ml/min de LCA en oxigenacién

continua a una temperatura alrededor de 34° C. Se coloc6 un microelectrodo bipolar concéntrico
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A Piramidal
# Interneurona

®D1-SPN
D23PN N\

Figura 2.3.1. Esquema de la zona de registro. En A se encuentra una micrografia del drea de interés; donde se
puede apreciar la corteza, el NE vy las fibras de las piramidales corticales (llamadas estrias, de aqui el
nombre estriado). Los insertos inferiores representan los recuadros blancos magnificados. B muestra un
dibujo de la zona de registro en una rebanada sagital. Se puede observa el electrodo de estimulacién (s)
sobre la capa V-VI de la corteza, asi como el de registro (A) en el NE. También se hace enfasis en las
sinapsis que las neuronas piramidales hacen con las D1-SPNs, D2-SPNs y las interneuronas estriatales.
Imégenes modificadas de Flores-Barrera et al. (2009).

(50 um, FHC) sobre la superficie de la rebanada correspondiente a la capa V-VI de la corteza,
con la finalidad de estimular las aferentes estriatales. El funcionamiento es el siguiente: al apli-
car un pulso tnico de voltaje de intensidad variable (8-30 V) y 0.1 ms de duracién a través del
electrodo de estimulacion, las neuronas piramidales adyacentes son despolarizadas al grado tal
de liberar moléculas de glutamato en sus terminales, las cuales realizan contactos sindpticos con
las neuronas estriatales. Al registrar una SPN cercana a la zona de estimulacion, debido a que el
glutamato al adherirse a receptores en su membrana desencadena la entrada de corrientes catié-
nicas, se obtiene la integracion a la respuesta ortodromica cortico-estriatal (Bargas et al. 1991)
(Fig. 2.3.1B).

Las micropipetas para el registro de las neuronas se fabricaron con tubos de vidrio de borosi-
licato (80-120 M(2; 1 mm didmetro exterior, FHC) en un estirador de pipetas horizontal (P-87,
Sutter Instruments Co.). La solucién interna contiene 3 M de acetado de K*con biocitina (Sigma-
Aldrich Co.) y es conductora de corriente, previene el lavado del medio intracelular y a la vez
permite el marcaje de las células registradas (Flores-Barrera et al. 2009). La micropipeta conecta

a las neuronas con el sistema de registro al empalarlas mecdnicamente. Al tratarse de una cone-
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xi6n fisica y debido a que el didmetro de las células registradas es de 20 a 40 um, la punta de las

micropipetas debe tener menos de 0.5 um de didmetro para evitar dafio alguno.

Las sefales obtenidas se acondicionan mediante un sistema de amplificacién de alta impedan-
cia (Neuron Data, Cygus Technology Inc.) y se despliegan en un osciloscopio de dos canales
(Nicolet 310, Nicolet Instrument Co.), el cual muestra el potencial de membrana y las corrientes
i6nicas involucradas durante el experimento. Asi se puede visualizar la respuesta de una célula
ante diversos estimulos; ya sea a través de la micropipeta mediante pulsos escalonados de co-
rriente o voltaje, o mediante la estimulacion de las terminales glutamatérgicas de la corteza a
través del electrodo de estimulacion. Ambos estimulos se controlan en amplitud y duracion del
pulso con ayuda de un estimulador de voltaje aislado (DS2A, Digitimer Ltd.). Finalmente, la
actividad electrofisioldgica registrada se digitaliza con la ayuda de un software (fSIENN) escrito

en LabView para su andlisis posterior.

2.3.4. Farmacos

Con la intencién de observar la participacidon de las conductancias de los canales de calcio
tipo L y T en la inhibicion GABAérgica de las SPNs, los registros obtenidos se realizaron en
dos fases distintas. Para esto, primero se obtuvo la respuesta ortodromica cortico-estriatal de
las SPNs en presencia del antagonista a receptores GABA 5 (bicuculina, 10 uM, Sigma-Aldrich
Co.). En la segunda fase, se aplicaron los antagonistas selectivos a VGCCs tipo L (nicardipina,
2.5 uM, Sigma-Aldrich Co.) y T (NNC 55-0396, 10 uM, Tocris Bioscience, R&D Systems Co.),
y después se agregd bicuculina. Las respuestas se compararon entre los resultados de ambas fases

y entre registros secuenciales dentro de cada fase.

Los reactivos se administraron a las neuronas mediante el sistema de perfusion, esperando
minimo que 10 ml se perfundieran a la rebanada antes de realizar los registros. Este tiempo
es suficiente para que se produzca el efecto farmacoldgico deseado en las células registradas.
Todos los farmacos fueron preparados al momento del experimento a partir de soluciones madre

preservadas de forma adecuada.

35



2.3. Métodos

2.3.5. Inmunohistoquimica

Se realizaron marcajes intracelulares de las células registradas mediante la inyeccion de la
vitamina biocitina, capaz de difundir a través del interior de la membrana plasmaética de las
neuronas, a través del electrodo de registro. Las rebanadas con células registradas exitosamente
se fijaron con paraformaldehido al 4 % en un amortiguador de fosfatos (PBS 0.1 M, pH 7.4) por

un minimo de 24 horas, para su posterior procesamiento mediante técnicas inmunocitoquimicas.

El proceso es el siguiente: el tejido se enjuagd y permeabilizé en una solucién salina amorti-
guadora (PBS mads Trition 0.1 %) para quitar el exceso de fijador. Las rebanadas se cortaron con
ayuda de un vibratomo en grosores de 40 um. Después se incubaron en estreptavidina conjugada
con Cy3 (1:2000 disuelta en PBS, Invitrogen TM), la cual es una proteina altamente afin a la
biocitina y, debido al Cy3, es fluorescente. Por lo que, este paso permite la visualizacion de la
célula registrada (una por cada rebanada). El tejido se incub6 durante 30 minutos en albimina
bovina al 1% para bloquear sitios de unién no especificos y durante 36 horas en los anticuerpos
policlonales de conejo, ya sea contra el cotransportador NKCC1 (1:1000, Abcam) o contra el
KCC2 (1:200, Millipore TM). Las rebanadas se enjuagaron tres veces en PBS y se incubaron
durante una hora més con un anticuerpo secundario de cabra contra conejo. Este ultimo anticuer-
po estaba conjugado con un fluoréforo especifico diferente del Cy3 o de la GFP. Por dltimo, las
muestras se montaron en un porta objetos con Vectashield (Vector Laboratories) y se observaron
bajo un microscopio confocal FV-1000 (Olympus Co.). De estd manera, se obtiene la expresion
de dichos cotransportadores en en el tejido estriatal y especificamente, mediante la proteina verde
fluorescente o la biocitina en las SPNs. El tipo celular de las neuronas registradas se comprueba
con la colocalizacién de la biocitina y la eGFP en los ratones BAC-D1/2 o mediante un segundo
marcaje con anticuerpo contra sustancia P o encefalina en las ratas Wistar o ratones CD1. Si no
existe colocalizacion de los fluor6foros, la célula se toma como putativa del tipo celular opuesto

a los fluoroforos.

2.3.6. Analisis de datos

En su totalidad, los datos se obtuvieron y analizaron con ayuda del software: OriginPro 8.0
(OriginLab Co.), GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.) y secuencias de comandos perso-
nalizados escritos en MATLAB (The MathWorks, Inc.).

36



Capitulo 2. Planteamiento del problema

Las respuestas sindpticas registradas se caracterizaron en base a la duracion a la amplitud media
debido a que es una medida capaz de aportar informacién sobre las caracteristicas de la meseta de
despolarizacion. Se utiliza la sustraccion digital con la finalidad de extraer el curso temporal del
componente sensible a los distintos farmacos aplicados en cada respuesta. En los histogramas los
datos se reportan como la media aritmética + SEM, mientras que los diagramas de cajas muestran
la mediana y el rango intercuartil de la distribucién. Algunas medidas se normalizaron respecto
a la respuesta control y se reportan como porcentajes de cambio en duracién. Las diferencias
significativas (p < 0.05) se obtuvieron mediante distintas pruebas de estadistica no paramétrica
en base a los grupos examinados. Al comparar dos grupos se utilizaron la prueba de Wilcoxon
para valores pareados y Mann-Whitney para los no pareados; y al comparar tres grupos, la prueba
Friedman para datos pareados y Kruskall-Wallis para los no pareados, seguidas de un test post-

hoc indicado en las leyendas de las figuras.
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3 Resultados

3.1. Caracterizacion electrofisioldgica de las SPNs

Para identificar que el total de las células registradas en este trabajo (n = 90) fuesen SPNs, se
realizaron un par de protocolos electrofisioldgicos que permiten distinguirlas de interneuronas

estriatales y diferenciarlas entre si, respectivamente.

Primero, se obtuvo la relacion corriente-voltaje (I-V) al inyectar pulsos cuadrados de corrien-
te despolarizante e hiperpolarizante en el soma de las células con intensidades crecientes hasta
alcanzar el umbral de disparo, mientras se registra el cambio en el potencial de membrana. Este
protocolo constituye una manera de medir el comportamiento eléctrico global de los canales en
una célula, por lo que el resultado exhibe la huella electrofisiol6gica del tipo neuronal registrado.
Como se ha mencionado, las SPNs poseen caracteristicas peculiares tales como: PMR hiperpo-
larizado (alrededor de -80 mV), resistencia de entrada baja (cerca de 100 MS2), latencia al primer
potencial de accion y disparo regular. Ademds, estas neuronas muestran una ligera oposicion a
hiperpolarizar el voltaje de su membrana ante corrientes negativas. Todas estas propiedades se

observaron en las SPNs registradas, en la Fig. 3.1.1 se muestran los trazos representativos.

En las curvas I-V se puede observar como la relacién no es lineal y no se encuentran diferencias
claras entre ambos tipos de SPNs (Fig. 3.1.1B, D). Aunque cabe destacar que la pendiente de la
curva I-V en la D2-SPN es mds pronunciada que en la D1-SPN, lo cual significa que las D2-
SPNs presentan una mayor despolarizacién membranal ante los mismos pulsos de corriente. Sin
embargo, atin cuando esta caracteristica es un indicio de la mayor excitabilidad en las D2-SPNis,
no es consistente entre la poblacion estriatal total de SPNs debido a la alta variabilidad en las
condiciones del sello electrofisioldgico con la neurona y el tamafio de la punta del microelectrodo
de registro, entre otras. Por tanto, el simple registro de la relacién I-V no es suficiente para

diferenciar ambas poblaciones de SPNs.

39



El segundo protocolo consiste en obtener la respuesta de las SPNs ante un estimulo ortodré-
mico cortico-estriatal. De esta manera se puede predecir si la célula registrada pertenece a la
poblacién de D1-SPNs o D2-SPNs en un 90 % de los casos (Flores-Barrera et al. 2010), puesto
que la integracién sindptica cortico-estriatal en dichas neuronas es contrastante. Las D1-SPNs
poseen un sindptico con una meseta de mayor duracion y exhiben menor frecuencia de potencia-
les de accion en comparacion con las D2-SPN, las cuales presentan respuestas breves y capaces

de alcanzar mayores frecuencias de disparo (Fig.3.1.2A, B, C).

Las diferencias en la duracién a la amplitud media (referida adelante como duracién media)
de las respuestas sindpticas registradas son significativamente distintas tanto a estimulaciones
supraumbrales (*p < 0.001), como desde las subumbrales (**p < 0.01) (Fig. 3.1.2F). Los datos
son los siguientes: las respuestas supraumbrales de D1-SPNs tiene una media de 187 £ 16 ms (n
= 24), mientras que en las D2-SPNs el valor es de 72 £ 15 ms (n = 18). A nivel subumbral el
valor promedio de la duracién media corresponde a 36 + 3 ms en las D1-SPNs (n = 31) contra
24 + 1 ms en las D2-SPNs (n = 20).

Los registros se realizaron tanto en ratones BAC-eGFP-D1/D2, como en ratones CD1 o ratas
Wistar. Como se ha mencionado, en las rebanadas provenientes de los primeros, la identificacion
celular se comprobé al superponer la marca de la neurona registrada con la fluorescencia de la
eGFP (Fig.3.1.2E). Para comprobar el tipo celular en ratones CD1 y ratas Wistar, se realizaron
ensayos inmunocitoquimicos contra los péptidos caracteristicos para cada subpoblacion: sustan-
cia P en las D1-SPNs y encefalina en las D2-SPNs, y se examind la superposicion de la marca

de la neurona registrada con la de los péptidos.

Por tltimo, es importante mencionar que las D2-SPNs presentan mesetas con potenciales au-
torregenerativos durante estimulaciones supraumbrales en algunos ensayos (Fig. 3.1.2D). Esta
propiedad intrinseca se suma a la breve meseta que caracteriza a dichas neuronas durante la
integracion sindptica cortico-estriatal y es sensible a dihidropiridinas (Bargas et al. 1991, Flores-
Barrera et al. 2011), por tanto se basa en la generacién de potenciales de Ca>* en las dendri-
tas. Las D1-SPNs no presentan dicha respuesta durante estimulaciones supraumbrales, lo cual
comprueba hipétesis de estudios previos que sefialan una mayor excitabilidad dendritica en las
D2-SPNs (Day et al. 2008). De esta manera, se indica que las diferencias intrinsecas entre una y

otra SPNs si subyacen a las diferencias en la integracion sindptica cortico-estriatal.
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Figura 3.1.1. Respuesta electrofisiologica de las SPNs ante pulsos escalonados de corriente. Los registros
intracelulares se obtuvieron al inyectar pasos de corriente directa en el soma de las células. Se muestra la
caracterizacion de una D1-SPN (A) y una D2-SPN (C), asi como las curvas intensidad-voltaje para cada
caso (B y D). Observe como la relacién no es lineal, pues los datos se ajustan a una funcién polinomial
de segundo orden. La resistencia de entrada (Rn) se obtiene al derivar dicha funcién en el valor cero de
corriente, siguiendo la ley de Ohm.
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Figura 3.1.2. Diferencias en la integracion sinaptica cortico-estriatal entre los dos tipos de SPNs. En A y B
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se muestran las familias de registros a distintas intensidades de estimulacién cortical de una D1-SPN y de
una D2-SPN, respectivamente. En C se encuentra el sobrepuesto de las respuestas a la maxima intensidad
y a nivel subumbral (inserto) para facilitar su comparacién. D es la respuesta de una neurona D2-SPN que
exhibe un potencial autorregenerativo de calcio. En E se muestran las fotografias de un par de neuronas re-
gistradas y llenadas con biocitina, se observa que colocalizan con la marca de la proteina verde fluorescente
(rojo con amarillo) de los ratones BAC-D1/D2-eGFP, respectivamente. La calibracion equivale a 20 ym. F
contiene los histogramas que resumen las diferencias entre los dos tipos celulares en base a la duracién a
la amplitud media; las muestras son significativas desde estimulacién subumbral (**p < 0.01), hasta supra-
umbral (***p < (0.001) a partir de una prueba Mann-Whitney. Las barras representan la media + ESM. En
estimulacién supraumbral, n = 24 para las D1-SPNs y n = 18 para las D2-SPNs; en subumbral, D1-SPNs n
=31yD2-SPNsn=20.
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3.2. La contribucidon GABAérgica en la integracion
sinaptica cortico-estriatal en ambos tipos de
SPNs es diferente

La transmision sindptica GABAérgica es de suma importancia en el NE pues es un nucleo
principalmente GABA¢érgico. Posee muchas sinapsis inhibitorias entre SPNs (inhibicion lateral
o feedback inhibition) y aquellas entre las interneuronas GABAérgicas y las SPNs (feedforward
inhibition). Como se ha mencionado, la respuesta sindptica cortico-estriatal no sélo es mediada
por el neurotransmisor glutamato, ya que una vez que las aferencias corticales llegan al NE,
echan a andar todo el microcircuito estriatal, en el cual la inhibicion GABA¢érgica juega un papel
crucial. Si se recuerda, el objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto GABAérgico en la
integracion sindptica cortico-estriatal y las caracteristicas intrinsecas a las SPNs que lo subyacen.
Por lo cual, el siguiente paso consistio en obtener las respuestas de las SPNs ante los mismos
estimulos ortodrémicos cortico-estriatales en presencia del antagonista de receptores GABA4,
bicuculina (10 um). De esta manera se obtienen los experimentos control para este trabajo y se
comprueba la aportacion del neurotransmisor GABA en la integraciOn sindptica cortico-estriatal
de las SPNs en base al trabajo de Flores-Barrera et al. (2010).

La Figura 3.2.1 muestra un resumen de dicho experimento, donde después de obtener los trazos
en condiciones control para cada tipo de SPN (A, B), se registran las respuestas ante la aplicacion
de bicuculina (10 uM) (C, D). El resultado indica como la aportacion GABAérgica de la respuesta
sindptica cortico-estriatal es contrastante entre una y otra subpoblaciéon de SPNs. En las D1-
SPNs, el bloqueo de los receptores GABA en la respuesta supraumbral tuvo un efecto bifasico:
al inicio de la respuesta aumento la despolarizacion y la frecuencia de disparo, mientras que en la
parte media-tardia redujé la meseta despolarizante (Fig. 3.2.1E, K). Por el lado de la estimulacién
subumbral, en presencia de bicuculina se redujo la despolarizacién membranal durante toda la
respuesta en comparacion al trazo control (Fig. 3.2.1E, inserto). El promedio de duraciéon media
en las respuestas supraumbrales con bicuculina es de 115 + 16 ms, o lo que equivale a una
disminucion del 43 + 4 % con respecto a la poblacion control (n = 15; ***p < 0.001; Fig. 3.2.11,
J). Durante la estimulacién subumbral, el promedio de la duracién media es de 19 = 2 ms o el
47 + 2% de reduccidn respecto al control (n = 11; **p < 0.01). Los datos concuerdan con los

reportados previamente por Flores-Barrera et al. (2010).
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En cambio, en las D2-SPNs el bloqueo de los receptores GABA A resultd en un aumento de la
despolarizacion membranal durante toda la respuesta, un aumento en la frecuencia de disparo e
incluso, en algunos casos, la aparicién de potenciales autorregenerativos de Ca>* (Fig. 3.2.1F,
K). De hecho, en la estimulaciéon subumbral, el aumento en la despolarizacién también perma-
nece durante el trazo completo (Fig. 3.2.1F, inserto). Los valores promedio de la duracion a la
amplitud media para la estimulacién supraumbral y subumbral, respectivamente son: 123 + 20
ms (n = 12; **¥p < 0.001; Fig. 3.2.17) y 33 £ 3 ms (n = 9). En porcentajes se contabilizé el 93
+ 28 % de aumento respecto a la condicién control en estimulacion supraumbral (Fig. 3.2.1J)
y el 38 % en estimulacion subumbral (*p < 0.05). De nuevo, estos registros corresponden a los

reportados por Flores-Barrera et al. (2010).

Ademéds, con la finalidad de obtener el componente sensible al fairmaco en la respuesta si-
ndptica cortico-estriatal de cada SPN se realiz6 la sustraccion digital del trazo en presencia de
bicuculina respecto al trazo control (Fig. 3.2.1G, H). En base a este dato podemos interpretar la
accion del neurotransmisor GABA sobre la integracion sindptica cortico-estriatal llevada a cabo
por las SPNs. Se observa como en las D1-SPNs (G) la entrada GABAérgica restringe el disparo
de la neurona al inicio de la respuesta, pero en la parte tardia ayuda a mantener la meseta de
despolarizacion. Este efecto sigue un claro ejemplo de inhibicion tipo shunting, revisada duran-
te la introduccion. En cambio, en las D2-SPNs (H) se observa una restriccion del disparo y la

despolarizacién durante toda la respuesta, siguiendo el esquema de la inhibicién clésica.

Este hecho, como se ha mencionado, resulta en una contradiccidon de la transmision GABAér-
gica en las SPNs, ya que existe una distincidn de la accion del receptor GABA, entre las SPNs
bajo las mismas condiciones de experimentacion. La inhibicién clésica, es decir, hiperpolari-
zante que presentan las D2-SPNs no concuerda con el efecto GABAérgico despolarizante en el
compartimento somadtico registrado en ambas SPNs. Ademads, resulta dificl de explicar dado que
las D1-SPNs no presentan este tipo de inhibicidn, sino que se rigen por la inhibicién de tipo
shunting. Por tanto, es importante recordar que este resultado diferencial se debe a propieda-
des intrinsecas de las SPNs. Pero, ;cudles son los elementos encargados del cambio en el flujo
neto de la corriente GABAérgica a través del receptor ionotrépico GABA,, capaces de ocasio-
nar un aumento o disminucion de la despolarizacion membranal durante la respuesta sindptica

cortico-estriatal en estas neuronas?

Como se ha explicado previamente, existen dos posibles respuestas ante dicha pregunta: la pri-
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mera involucra la expresion diferencial de los cotransportadores de C1I" NKCC1 y KCC2 entre
las subpoblaciones de SPNs. La segunda tiene que ver con la diferencia en la excitabilidad den-
dritica entre estas neuronas, la cual es mediada por VGCCs. A continuacién se exploran ambas
posibilidades.
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Figura 3.2.1. Efecto GABAérgico de las SPNs durante la estimulacion cortico-estriatal. A y B contienen las
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respuestas sindptica en condiciones control de ambas vias, respectivamente. En C'y D se muestran las res-
puestas en presencia de bicuculina (10 uM, antagonista de receptores GABA,). En E y F se encuentra el
sobrepuesto de los trazos supraumbrales y subumbrales (insertos). G y H tienen la resta digital de cada
respuesta control menos la experimental (bicuculina). De estd manera se obtiene el componente sensible
a bicuculina para cada tipo de SPN: se observa que las DI1-SPNs tiene un efecto GABAérgico bifésico
(primero inhibitorio y después despolarizante), en cambio las D2-SPNs siempre presentan un efecto inhibi-
torio. Los histogramas (/), las cajas de Tukey (/) y las distribuciones de efecto farmacolégico (K) muestran
el resumen de los datos analizados respecto a la duracién a la amplitud media; D1-SPNs n = 15; D2-SPNs n

= 12. Las muestras son significativamente diferentes de acuerdo a una prueba Wilcoxon de rangos pareados
(** p <0.01, ¥** p < 0.001).
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3.3. La expresion de los cotransportadores de CI" en
las SPNs es homogénea

En la mayoria de las neuronas del SNC los cotransportadores de CI" NKCC1 y KCC2 son las
moléculas encargadas de mantener la concentracion intracelular de CI™ (Gulécsi et al. 2003, Choi
et al. 2008, Chamma et al. 2012). Los cambios en su expresion influyen directamente en el flujo
de las corrientes de CI” a través del receptor GABA 5. Especificamente, una mayor expresion de
NKCCI1 en la membrana permitiria un aumento de la acumulacién de CI™ intracelular, ocasionan-
do un efecto excitador al activar el receptor GABA 4, pues los aniones CI” saldrian de la célula.
Lo opuesto sucederia con una mayor expresion del transportador KCC2, donde la concentracion
de CI intracelular se mantendria baja y las conductancias a través de los receptores GABA

serian inhibitorias, ya que los iones Cl fluirfan al interior celular.

Para probar si existe una diferencia en la expresion de los cotransportadores NKCC1 y KCC2
en las SPNs se realizaron ensayos inmunocitoquimicos en el estriado a partir de rebanadas sa-
gitales de cerebros de ratones BAC-D1/D2-eGFP, segtin el caso. Una vez realizado el marcaje,
se observaron las muestras en un microscopio confocal y se tomaron fotografias de los campos
clave. Los resultados muestran que el tranportador NKCCI1 se expresa principalmente en el so-
ma de las SPNs (Fig. 3.3.14, C, E, G) y en los procesos dendriticos es muy escaso. Su expresion
colocaliza tanto en somas de las D1-SPNs (Fig. 3.3.1B, D) como en los de las D2-SPNs (Fig.
3.3.1F H). Se puede notar en las imagenes del nicleo estriado tomadas a partir de rebanadas de
ratones transgénicos BAC-D1 contienen la marca de NKCC1 en neuronas que no poseen la pro-
teina verde fluorescente (cabezas de flecha), los mismo sucede con las imagenes tomadas a partir
de ratones transgénicos BAC-D2 (flechas). Esto indica que el cotransportador NKCC1 tiene una
expresion similar en ambas SPNs, ya que ambos tipos neuronales lo expresan y su expresion se

localiza preferentemente en el soma.

El transportador KCC2 se encuentra mayoritariamente en los procesos dendriticos estriatales.
Al realizar el ensayo inmunocitoquimico sobre una rebanada de un ratén transgénico BAC-eGFP-
D1, se muestra que la marca de KCC2 no colocaliza con los somas de las células que expresan la
proteina verde fluorescente (Fig. 3.3.2D, H). Incluso en las fotografias tomadas con microscopia
confocal se nota claramente como el espacio correspondiente a los somas no se sobrepone con la
marca de KCC2 (Fig. 3.3.2A, C, E, G).
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NKCC1]D _ . Sobrepuesto
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Figura 3.3.1. Expresion del cotransportador NKCC1 en las SPNs a partir de ratones BAC-D1/D2-eGFP. Las
imdgenes se obtienen después de tefiir la preparacion con DAPI (A y E), estimular la eGFP (By F) y obtener
la inmunohistoquimica del NKCC1 (C y G). En la primera fila se muesta una rebanada de ratén D1-GFP
y en la segunda un D2-GFP. D y H ilustran el sobrepuesto de las imdgenes anteriores, respectivamente. Es
importante notar que el marcaje contra NKCC1 se encuentra contenido principalmente en los somas de las
neuronas estriatales y colocaliza con ambos tipos de SPNs (flechas para D1-SPN y cabezas de flechas para
D2-SPN). La escala indica 20 ym.

Al no lograr una resolucién a nivel de los procesos dendriticos con estos ensayos inmunohis-
toquimicos y como la expresiéon de KCC2 en el NE se centra principalmente en la neuropila, se
realizé un ensayo inmunocitoquimico con una neurona D1-SPN previamente registrada y llenada
con biocitina (una proteina capaz de difundir al interior de la membrana celular). Esta técnica
sirvié para obtener resolucién a nivel de dendritas siguiendo la marca del fluoréforo acoplado a
la biocitina (Fig. 3.3.27). Las imdgenes J, H de la Fig. 3.3.2 muestran que la marca de la biocitina
en las dendritas de una D1-SPN (flechas) tampoco colocaliza con la expresion del transportador
KCC2 (cabezas de flechas).

En rebanadas de ratones BAC-eGFP-D2 se realizaron los mismos marcajes con el transportador
KCC2 (Fig. 3.3.3A, B, C, E, F, G). Se muestra nuevamente, que la expresion del transportador
KCC2 se encuentra concentrada en la neuropila estriatal (cabezas de flecha) (Fig. 3.3.3D, H).
En estas imdgenes se distingue con facilidad como la marca de KCC2 no ocupa el espacio de

los somas de neuronas estriatales. Por tltimo, al realizar el ensayo inmunocitoquimico sobre una
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neurona D2-SPN llenada con biocitina, tampoco se encontrd colocalizacion entre los procesos
dendriticos de la D2-SPN y la expresion del KCC2 (Fig. 3.3.3H, 1, J).

Estos resultados indican que las SPNs de ambas subpoblaciones no expresan el cotransportador
KCC2 en su membrana somatodendritica. Sin embargo, en las fotografias del NE si se observa
expresion de dicho transportador. Entonces, se puede inferir que las interneuronas estriatales y
las terminales de neuronas piramidales corticales o taldimicas podrian expresar el cotransportador
KCcC2.

En resumen, los ensayos inmunocitoquimicos realizados para este trabajo establecen que no
existe heterogeneidad en la expresion de los cotransportadores de CI" NKCC1 y KCC2 en ambos
tipos de SPNs. Ademads, en cada subpoblacién tampoco se encontraron diferencias entre la parte
somatica y la parte dendritica. Por tanto, las diferencias en la integracions sindptica GABAérgica
de ambos tipos de SPNs no se explican de acuerdo a un cambio en la concentraciéon de CI°

intracelular ocasionada por un balance de expresion diferencial de dichos transportadores.
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KCC2|D

Figura 3.3.2. Ausencia del cotransportador KCC2 en las D1-SPNs. En A y E se observan neuronas estriatales
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marcadas con DAPI. B y F, muestran la inmunofluorescencia de la eGFP acoplada al receptor D1 en las
SPNs. En C y G se muestra la marca inmunocitoquimica del transportador KCC2. E, F, G y H son acerca-
mientos al recuadro delimitado en D, donde se aclara que la marca del KCC2 se concentra en los procesos
dendriticos (cabezas de flecha). En I, se muestra la marca de biocitina en una dendrita de una neurona
DI-SPN. J muestra la expresién del KCC2 en ese mismo campo que I. En K se observa el sobrepuesto
de las dos imdgenes anteriores. En la dltima secuencia es importante notar que el marcaje contra KCC2
se encuentra principalmente en los procesos dendriticos (cabezas de flechas) dentro del NE, pero éste no
corresponden a las dendritas de la D1-SPN (flechas). La escala indica 20 um.
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Biocitina
4
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Figura 3.3.3. Ausencia del cotransportador KCC2 en D2-SPNs. En A se muestran neuronas estriatales marcadas
con DAPI. By E, inmunofluorescencia de la eGFP acoplada al receptor D2 de las SPNs en campos distintos.
En Cy F se muestra la inmunohistoquimica del KCC2 para cada campo, respectivamente. D y G muestran
el sobrepuesto de las imdgenes inmediatas anteriores en cada campo, respectivamente. En estas imagenes, se
debe notar que el marcaje contra KCC2 se encuentra principalmente en los procesos dendriticos estriatales
(flechas), pues la silueta de los somas queda vacia (cabezas de flecha). También se muestra la marca de
biocitina en una dendrita de una neurona D2-SPN (H), la expresiéon del KCC2 en ese mismo campo (/)
y el sobrepuesto (/). La tltima serie de imagenes comprueba que en las dendritas de una D2-SPN (rojo)
tampoco existe colocalizacién con la marca del KCC2. La escala indica 20 ym.
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3.4. La participacion de los VGCCs tipoTy L enla
respuesta sinaptica cortico-estriatal es diferente
entre ambos tipos de SPNs

Para evaluar la diferente excitabilidad dendritica de las SPNs como otra posible causa para
explicar las diferencias en la integracion sindptica GABAérgica de las respuestas ante un estimulo
ortodromico cortico-estriatal, se realizaron experimentos capaces de suprimir la aportacion de
las conductancias a través de los canales de calcio sensibles a voltaje tipo T y L en la respuesta

sindptica cortico-estriatal de las SPNs.

El experimento consiste en evocar respuestas sindpticas mediante estimulacién ortodrémica
cortical utilizando el mismo protocolo, pero esta vez en presencia de bloqueadores de los VGCCs
tipo T y L. Estos registros si muestran diferencias entre las dos subpoblaciones de SPNs. Primero
se estudio la aportacion del canal tipo T mediante la aplicacién de su antagonista selectivo (NNC
55-0396, 10 uM), una vez registrados los trazos en condiciones control para cada tipo de SPN
(Fig. 3.4.14, B). La conductancia de Ca>* a través de dicho canal estd presente en las respuestas
de las dos subpoblaciones de SPNs, pues las respuestas sindpticas se reducen en presencia del
farmaco NNC 55-0396 (Fig. 3.4.1C, D). Este dato comprueba que existen corrientes de Ca’*
entrantes durante la respuesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs (Flores-Barrera et al. 2011),

pero es pionero en reconocer la participacion del VGCC tipo T en estas neuronas.

Sin embargo, existen algunas diferencias entre la participacion de la conductancia mediada
por el VGCC tipo T durante los registros de las D1- y D2-SPNs. Su aportacién en la respuesta
sindptica cortico-estriatal de las D1-SPNs es pequefia, pero perceptible (Fig. 3.4.1FE). Al analizar
la resta digital se aprecia que la reduccién del trazo en presencia del bloqueador NNC 55-0396
posee una latencia de un par de decenas de milisegundos con respecto al inicio de la respuesta
en condiciones control y que su participacion es mayor durante la porcion media (Fig. 3.4.1G).
Este resultado indica que las corrientes de Ca* entrantes a través del VGCC tipo T ayudan al
mantenimiento de la meseta de despolarizacion que las D1-SPNs exhiben ante estimulacion cor-
tical. El promedio de la duracién a la amplitud media en las respuestas supraumbrales control es
de 147 £+ 20 ms, mientras que después de bloquear los VGCCs tipo T se reduce a 136 £ 34 ms (n
=4; Fig. 3.4.11). Estos datos muestran que la aportacion a la respuesta supraumbral promedio en

base a la duraciéon media equivale al 11 + 11 % (Fig. 3.4.11). Pero la prueba estadisitca arroja que
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la disminucion de los registros en presencia de NNC 55-0396 no es significativamente distinta
del control. En este caso, es recomendable ampliar la muestra analizada para corroborar si no

existen diferencias minimas.

Por su parte, al analizar la contribucion de la conductancia mediada por el VGCC tipo T en la
respuesta sindptica cortico-estriatal de las D2-SPNs, se nota que el efecto del NNC 55-0396 es
mayor en comparacion con lo observado en las D1-SPNs (Fig. 3.4.1D, F). Ademads, en la resta
digital se observa que la conductancia a través de este canal es mayor al inicio de la respuesta
sindptica y permanece durante todo el trazo con un decaimiento gradual (Fig. 3.4.1H). Por tanto,
las corrientes de Ca>* entrantes a través de este canal estdn presentes durante toda la respuesta,
teniendo una participacion maayor durante la despolarizacion inicial. Esto significa que incluso
ayudan a delimitar la amplitud méxima de la meseta de despolarizaciéon durante la estimulacion
supraumbral. Los valores promedio de la duracién media corresponden a 90 £ 52 ms en condi-
ciones control y después de aplicar NNC 55-0396 se reduce a 55 + 24 ms (n = 6; *p < 0.05; Fig.
3.4.11). Estos datos muestran que la reduccion promedio en la duracion media de la respuesta
durante estimulacion supraumbral corresponde al 25 + 6 % respecto a los trazos control (Fig.
3.4.11). En este caso se obtuvé una tendencia significativa a diferencia de lo reportado en las
DI1-SPNs, revelando que, en efecto, la aportacion del VGCC tipo T si es mayor en este tipo de

neuronas.

Al final de la Fig. 3.4.1 se muestra un registro de una D2-SPN con potenciales de Ca’* y
el efecto que la aplicacion de NNC 55 -0396 tiene sobre la respuesta sindptica cortico-estriatal
supraumbral (/). La comparacion resulta espectacular pues al bloquear los VGCCs tipo T, el po-
tencial autorregenerativo se reduce considerablemente, aunque se mantiene una despolarizacion
de magnitud supraumbral. Las respuestas ante estimulacion subumbral se analizan en una figura

mas adelante.
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Figura 3.4.1. Aportaciéon de los VGCCs tipo T en la respuesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs. Se
observan las respuestas en condiciones control de ambas vias (A y B) y en presencia de 10 uM de NNC
55-0396 (C y D). E 'y F comparan los trazos supraumbrales de cada respuesta. En G y H se muestra la
resta digital de la respuesta experimental ante el control, que indica el componente sensible a NNC. En
I encontramos los histogramas y las distribuciones de la muestra analizada. En la distribucion de las D2-
SPNs se omite un caso que se sale del rango. Las barras representan la media £+ ESM. D1-SPNs n = 4;
D2-SPNs n = 6; *p < 0.05 a partir de una prueba Wilcoxon de rangos pareados. En J se muestra un trazo
de un potencial autorregenerativo en una D2-SPN y el efecto del NNC sobre éste. 55
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Por otro lado, se realiz6 el mismo experimento en presencia de la combinacién de los blo-
queadores de VGCCs tipo T 'y L (NNC 55-0396, 10 uM vy nicardipina, 5 uM, respectivamente)
para cada tipo de SPN (Fig. 3.4.2A, B, C, D). Los resultados obtenidos muestran nuevamente
un decremento en la respuesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs de ambas vias. En las D1-
SPNis la aportacién de las conductancias de Ca* a través de estos canales aumenta respecto a la
reportada para el canal T solo (Fig. 3.4.2F), pero atn sigue siendo pequefia comparada con las
D2-SPNs. Este resultado significa que la acciéon del VGCC tipo L es mayor que aquella mediada
por el VGCC tipo T en estas neuronas. En la resta digital (Fig. 3.4.2G) se puede apreciar que la
accion conjunta de ambos canales se lleva a cabo durante toda la respuesta, nuevamente ayudan
a mantener la meseta de despolarizacion que estas neuronas presentan ante estimulos corticales.
También se observa que la conductancia posee una activacion lenta y un decaimiento ligero a lo
largo del trazo. Ademads, aun se observa una latencia corta al inicio de la respuesta en presencia
de los antagonistas de estos canales en comparacién con el control, pero ésta es menor que en
el trazo del componente sensible a NNC 55-0396 solo. El promedio de la duracién a la ampli-
tud media en las respuestas supraumbrales control es de 214 + 92 ms, mientras que después de
bloquear ambos VGCCs tipo T y L se reduce a 101 = 17 ms (n = 3; Fig. 3.4.21). Estos datos
muestran que la aportacién a la respuesta supraumbral promedio en base a la duracién media
equivale al 40 + 15 % (Fig. 3.4.21). Es importante observar que existe una menor disminucion en
comparacion con lo reportado para el bloqueo de los VGCC:s tipo T, aunque la prueba estadisitca
arroja que no es significativamente distinta del control, la tendencia es clara. Lo mds probable
es que al momento de aumentar el nimero de casos estudiados se logre obtener significancia

estadistica.

En cambio, en las D2-SPNs el bloqueo de los VGCCs tipo T y L también tiene un efecto que
abarca toda la respuesta y sigue siendo mayor que el reportado para las D1-SPNs (Fig. 3.4.2F).
Pero ademads, es mayor que lo reportado sélo para la conductancia a través del VGCC tipo T.
Esto significa que aunado al efecto del VGCC tipo T, se suma la entrada de Ca®* a través de
los VGCC tipo L. Al analizar la resta digital (Fig. 3.4.2H) es evidente que la participacién de
ambas conductancias es mucho mds pronunciado al inicio de la respuesta y, debido a la corta
duracién de las mesetas en este tipo de neuronas, su decaimiento es mas abrupto que en las
D1-SPNs. En este caso cabe resaltar que la participacion del VGCC tipo T se lleva a cabo al
inicio de la respuesta, mientras que aquella del VGCC tipo L continua hasta el final de la meseta
de despolarizacion. Los valores promedio de la duracién media corresponden a 47 £ 8 ms en

condiciones control y después de aplicar la combinacion de antagonistas se reduce a 24 + 3 ms
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(n = 6; *p < 0.05; Fig. 3.4.11). Estos datos muestran que la reduccion promedio en la duracion
media de la respuesta durante estimulacion supraumbral corresponde al 46+ 7 % respecto a los
trazos control (Fig. 3.4.17). Nuevamente, se obtuv una tendencia significativa en las D2-SPNs
a diferencia de lo reportado en las DI-SPNs. Lo cual sustenta que la aportacion de los VGCCs

tipo T y L sobre la respuesta sindptica cortico-estriatal es mayor en este tipo de neuronas.

Por ultimo, también se muestra un registro de una D2-SPN con potenciales dendriticos auto-
rregenerativos y su efecto al aplicar NNC 55-0396 més nicardipina sobre la respuesta cortico-
estriatal (Fig. 3.4.2J). Se observa como la respuesta del potencial de Ca’* se ocluye de forma
impresionante, dejando simplemente una respuesta similar a la estimulacion umbral control. Por
tanto, las espigas autorregenerativas presentes en las D2-SPNs se logran gracias a la entrada de
Ca’* a través de los VGCCs tipo L y en menor medida en los tipo T. Este dato sustenta lo re-
portado por Flores-Barrera et al. (2011), pero aumenta la aportacion de los VGCCs tipo T en los

potenciales autorregenerativos de Ca>*, la cual se desconocia anteriormente.

Ahora bien, la contribucion de los canales mencionados también se estudid en estimulaciones
subumbrales (Fig. 3.4.3). Los resultados obtenidos son similares a aquellos reportados durante
estimulaciones supraumbrales. En A y B se muestra como la aportacion del VGCC tipo T es
mayor en las D2-SPNs respecto a las D1-SPNs, donde su participacion es practicamente nula.
En cambio la combinaciéon de NNC mas nicardipina representa una disminucion de la respuesta

en ambos tipor de SPNs, aunquen sigue siendo mayor en las D2-SPNs (C'y D).

El valor promedio de la duracién a la amplitud media subumbral control en las D1-SPNs es
de 31 £ 3 ms y después de aplicar NNC 55-0396 no sufre cambios significativos: 32 + 1 ms (n
= 3; Fig. 3.4.3F) y en términos de porcentajes un cambio del 104 + 13 % (Fig. 3.4.3E). Lo cual
corrobora que la participacién de los VGCCs tipo T es nula en la respuesta subumbral de estas
neuronas. En el caso de la combinacidn de los bloqueadores de estos canales, el promedio de la
duracién media paso de 34 + 7 ms en condiciones control a 27 + 2 ms (n = 4; Fig. 3.4.3F), lo
cual equivale a una disminucién del 11 + 12 (Fig. 3.4.3E). Nuevamente, la participacion de la
combinacion de estos canales no es significativa, aunque si existe una tendencia a la disminucion.

Para corroborarla es importante aumentar la muestra analizada.

En las D2-SPNs se obtiene un promedio de la duraciéon media de 31 + 7 ms en condiciones

control y después de agregar NNC se disminuye a 14 + 6 ms (n = 5; Fig. 3.4.3F). Esto equivale a
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una reduccion del 24 + 5 % (Fig. 3.4.3E) que es claramente mayor que lo reportado para las D1-
SPNs. Al analizar los registros con NNC mads nicardipina se obtiene un cambio en el promedio
de la duracién media de 31 = 5 ms a 20 £ 3 ms (n = 5; Fig. 3.4.3F). En términos de porcentajes,
se alcanza la maxima disminucion para las respuestas subumbrales: 32 + 9% (Fig. 3.4.3E). La
participacion de ambos canales en las respuestas sindpticas subumbrales de estas neuronas no
resulta significativa ante las pruebas estadisticas, muy probablemente debido al bajo nimero de
casos reportados. Audn, con tan pocas células es notaria una tendencia a disminuir la despolariza-
cion en dichas respuestas en comparacion con lo reportado para las D1-SPNs. Lo cual indica que
a nivel subumbral la entrada de Ca”* a través de los VGCCs tipo T y L es mayor en las respuestas
sindpticas de las D2-SPNs que en las D1-SPNs, donde los componentes no son tan claros.

En general, los resultados mostrados en esta seccion establecen que la aportacién de la con-
ductancia a través del VGCC tipo T es mayor en las D2-SPNs en comparacion con las D1-SPNs
tanto en estimulaciones sub y supraumbrales. También establecen que ambas SPNs son sensibles
al bloqueo de la conductancia a través del VGCC tipo L de forma similar y que los potenciales
autorregenerativos de las D2-SPNs se deben a corrientes entrantes a través de ambos canales;
situacién que respalda estudios previos sobre la mayor excitabilidad mediada por Ca?* en las
D2-SPNs (Day et al. 2008). Ademads, se reconoce por primera vez que los VGCCs tipo T estdn
involucrados en las respuestas sindpticas de las D2-SPNs desde el comienzo de la respuesta, en
cambio en las D1-SPNs actiian en la porcién media. Por su parte, los VGCCs tipo L participan a

partir a lo largo de toda la respuesta sindptica en ambas SPNs.
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Figura 3.4.2. Aportaciéon de los VGCCs tipo T y L en la integracion sindptica cortico-estriatal de las SPNs. Se
observan las respuestas control de ambas vias (A y B) y en presencia de 10 uM de NNC 55-0396 combinado
con 5 uM de nicardipina (C y D; bloqueadores selectivos de los VGCCs T y L, respectivamente). £y F
comparan los trazos supraumbrales de cada respuesta. G y H muestran la resta digital de la respuesta
experimental ante el control, que nos indica el componente sensible a NNC y nicardipina. En / encontramos
los histogramas y las distribuciones de la muestra analizada. Las barras representan la media + ESM. D1-
SPNs n = 3; D2-SPNs n = 6; *p < 0.05. J muestra un trazo de un potencial autorregenerativo de Ca en
una D2-SPN y cémo el NNC maés la nicardipina merman dicha respuesta. 59
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Figura 3.4.3. Aportacion de los VGCCs tipo T y L en la respuesta sinaptica cortico-estriatal subumbral. Se
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observa la comparacién de un registro subumbral control contra la respuesta al agregar 10 uM de NNC
55-0396 (A y B) y contra la respuesta ante la adicién de 10 uM NNC-55-0396 mds 5 uM nicardipina (C
y D). E y F representan los histogramas y distribuciones de los datos analizados, las barras representan la
media + ESM. D1-SPNs vs NNC 55-0366 n = 3; D1-SPNs vs NNC + nicardipina n = 4; D2-SPNs vs NNC
n =5; D2-SPNs vs NNC + nicardipina n = 5.
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3.5. Las diferencias en el efecto GABAérgico de la
respuesta sinaptica cortico-estriatal de las SPNs
se pueden explicar por conductancias de Ca®*
dendriticas a través de VGCCs

Una vez que se encontraron diferencias en la aportacién de los VGCCs entre ambas poblacio-
nes de SPNs, se estudio la participacion de dichos canales en la inhibicién sindptica GABAérgica
ante estimulacién ortodromica cortico-estriatal en estas mismas neuronas. Para ello se realiz6 el
mismo protocolo de estimulacién en tres condiciones distintas: 1) el control sélo en presencia
de bicuculina (10 uM), 2) una vez bloqueados los VGCCs tipo T se agregé bicuculina y 3) el
bloqueo en conjunto de los VGCCs tipo T y L mdés bicuculina. Los resultados se explican a

continuacion.

En la Fig. 3.5.1A, B se encuentran las comparaciones de una respuesta sindptica cortico-
estriatal control (trazo rojo o verde) con el efecto del antagonista a receptores GABA 4 bicuculina
(negro) en las D1 y D2-SPNss, respectivamente. La aportacion GABAérgica en dichas respuesta
se ha estudiado previamente (Fig. 3.2.1); hay que recordar que en las D1-SPNs se observa un
efecto bifasico ante el bloqueo de los receptores GABA y en las D2-SPNs el efecto siempre
es despolarizante. Lo cual indica que la transmision GABAérgica en las D2-SPNs es hiperpo-
larizante durante toda la respuesta, mientras que en las D1-SPNs primero es hiperpolarizante
y después mantiene la meseta de despolarizacion. Las restas digitales se muestran en la parte

inferior y clarifican lo mencionado.

Ahora bien, en el segundo protocolo se agregé la bicuculina en presencia del bloqueador de
VGCCs tipo T NNC 55-0396 y se evoco la respuesta sindptica cortico-estriatal en cada tipo
de SPN. En las D1-SPNs (Fig. 3.5.1C) se observa que la transmision sindptica GABAérgica
continuda siendo bifésica, pero al comparar la respuesta con la bicuculina control (A) se aprecia
una caracteristica distinta. Al eliminar las conducatancias de Ca’* a través de los VGCCs tipo
T, el efecto de la bicuculina se atenua en la parte inicial y se mantiene en la tardia. Al analizar
las restas digitales es posible conocer el componente sensible a la bicuculina en combinacién
con el NNC (inserto abajo). De tal manera se reporta que la respuesta sindptica GABAérgica

inhibitoria en la parte inicial de la respuesta se reduce en ausencia de la corriente de Ca®* y asf
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mismo en la porcién tardia atin mantiene la meseta de despolarizacion. Este ejemplo atiin muestra
una inhibicién de tipo shunting, entonces se estipula que la conductancia a través del VGCC tipo
T no interfiere con la dindmica de la inhibicién GABAérgica. El valor promedio de la duracién
media en dichas respuestas equivale a 74 + 14 ms (n = 3; Fig. 3.5.1G, H, I), mientras que la
poblacién de células que presentan la bicuculina sola tienen un promedio de 115 + 16 ms (n =
15).

Este efecto se magnifica en el tercer protocolo, al bloquear tanto los VGCCs tipo T como los
L y después agregar el bloqueador de los receptores GABA. En la Fig. 3.5.1F) se compara
el trazo control (rojo) contra el efecto de la bicuculina en ausencia de las conductancias de los
VGCCs tipo T y L (negro). Se observa como la transmision sindptica contintia siendo bifésica,
aunque esta vez la porcidn inicial estd mucho mas reducida que en el caso anterior (comparar
Cy E). Pero, debido a la falta de corrientes entrantes de Ca?*, la meseta de despolarizacién se
merma mucho més que el control s6lo con bicuculina (A). En la resta digital se aprecia muy bien
las caracteristicas mencionadas (inserto abajo), donde el componente sensible inicial es muy
pequeiio y el tardio aumenta. Al analizar la duracion a la amplitud media de esta respuesta se
obtiene un promedio de 58 + 21 ms (n = 3; Fig. 3.5.1G, H, I), lo cual si muestra una disminucién

respecto a lo reportado para la bicuculina sola, 115 + 16 ms (n = 15).

En las D2-SPNs, la aportacion GABAérgica sobre la respuesta sindptica cortico-estriatal supra-
umbral es sumamente sensible a las conductancias de los VGCCs tipo T y L. En la Fig. 3.5.1D
se observa como simplemente al agregar NNC la respuesta en presencia de bicuculina (trazo
negro) se revierte; es decir, pasa de ser una respuesta hiperpolarizante a una despolarizante. Al
observar la resta digital (inserto abajo) esto se traduce a que el componente sensible en este caso
ayuda a mantener la despolarizacién del trazo, en lugar de restringirlo como se mostraba en la
aportacion de la bicuculina sola (Fig. 3.5.1B). El cambio en el valor promedio de la duracién
media es de 123 + 20 ms en la condicién de sélo bicuculina (n = 12) a 36.2 = 1 ms en presencia
de bicuculina mas NNC (n = 2; Fig. 3.5.1G, H, I). La tendencia es notoria, aunque para alcanzar

una significancia estadistica se necesita ampliar la muestra estudiada.

En la Fig. 3.5.1F, cuando se registra la respuesta sindptica cortico-estriatal en presencia de
bicuculina, NNC y nicardipina, se obtiene un trazo mucho mas pequefio que lo reportado para
el caso anterior (comparar D y F). Esto quiere decir que la mayor entrada de Ca®* a través de

los VGCCs tipo T y L que estas neuronas presentan delimita el efecto GABAérgico sobre las
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respuestas sindpticas cortico-estriatales. En otras palabras, al tener muchas corrientes catidnicas
entrantes, la transmision sindptica GABAérgica actda inhibiendo la alta excitabilidad dendritica.
En contraste, cuando las corrientes de catidnicas desaparecen, el GABA actia de forma despo-
larizante, en acuerdo a la transmision GABAérgica somdtica que las SPNs presentan. El valor
promedio de la duracién media en dicha respuesta equivale a 30 = 4 ms (n = 6; Fig. 3.5.1G, H,
I) y corresponde una diferencia significativa respecto al promedio en la poblacién de células que
presentan la bicuculina sola, 123 £ 20 ms (n = 12; **p < 0.01).

Al estudiar estas respuestas durante estimulacién subumbral se reconocié una diferencia de
efectos que la transmision GABAérgica ejerce sobre las SPNs. En la Fig. 3.5.2 se compara el
efecto de la bicuculina respecto a su control (A, B), la combinacion de bicuculina mas NNC 55-
0396 (C, D) y la combinacién de bicuculina, NNC y nicardipina (E, F) para ambas poblaciones
de SPNs, respectivamente.

En las D1-SPNs los trazos entre uno y otro protocolo son muy similares (comparar A, C y E),
el efecto de la bicuculina permanece despolarizante. Las diferencias que se encuentran no son
significativamente distintas (Fig. 3.5.2G, H); los valores promedio reportados son: 22 + 2 ms en
presencia de bicuculina (n = 11), 27 + 1 ms al aplicar bicuculina mads NNC (n =5) y 24 + 1
con la combinacién bicuculina, NNC mads nicardipina (n = 7). Estos resultados indican que la
participacion de los VGCCs no estd presente durante estimulaciones subumbrales, apoyando lo

reportado en la Fig. 3.4.3.

Por su parte, en las D2-SPNs se muestra como desde estimulaciones que no llegan al umbral
de disparo, la transmision sindptica GABAérgica se revierte, al igual como sucede en estimula-
ciones supraumbrales. En el registro de la bicuculina sola se reconoce un efecto de la transmisién
GABA¢érgica hiperpolarizante, pues el bloqueador de dicha transmision ocasiona una respuesta
mayor (Fig. 3.5.2B). Tan s6lo al aplicar NNC (3.5.2D), el efecto cambia de hiperpolarizante a
despolarizante (comparar C y D). Y, nuevamente, la respuesta en presencia de la combinacién bi-
cuculina, NNC y nicardipina sigue siendo menor que el trazo control (Fig. 3.5.2F). Esto sugiere
que la participacién de las conductancias de Ca>* en las D2-SPNs si estd presente desde estimu-
laciones subumbrales y son muy importantes al momento de delimitar el efecto de la transmisién

sindptica GABAérgica.

Los valores promedio de duracion media analizados sustentan lo mencionado (Fig. 3.5.2G,
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H), se tiene: 33 + 3 ms en presencia de bicuculina sola (n = 9), 38 + 1 ms al aplicar bicuculina
més NNC (n =2) y 19 = 3 con la combinacién bicuculina, NNC mads nicardipina (n = 8). Las
diferencias son significativamente distintas entre el primero y tercer protocolo (**p < 0.01), pero
no para el primero y segundo. Aunque, en este ultimo caso la tendencia de cambio también es

evidente, s6lo que la muestra estudiada necesita ampliarse.

En resumen, al interpretar los resultados de esta seccién se reconoce que las conductancias
mediadas por los VGCCs tipo T y L estdn relacionados con el efecto de la transmision sindptica
GABA¢érgica en las SPNs. Especialmente, su aportacién es mucho méas notoria en las D2-SPNs
ante estimulaciones de distintas intensidades. En cambio, en las D1-SPNs sé6lo actdan en esti-
mulaciones supraumbrales. Ademads, se enfatiza que la transmision GABAérgica estd compar-
tamentalizada en el componente somadtico y el dendritico, y que la dindmica de ésta es distinta

entre uno u otro comparimento.

Figura 3.5.1. (En la pagina siguiente). A y B muestran los efectos del bloqueador bicuculina solo ante una res-
puesta control de una D1-SPN y una D2-SPN, con su resta digital respectiva.Después se comparan las respuestas
en presencia de bicuculina una vez que se han bloqueado los canales de calcio tipo T (C y D) y ya que se han
bloqueando los canales de calcio Ty L (E'y F). Es importante observar como el efecto despolarizante de la
bicuculina en las D2-SPNs se revierte en presencia de los bloqueadores de VGCCs; en cambio, en las D1-SPNs
la respuesta de bicuculina permanece bifdsica, con una ligera atenuacion en la porcién despolarizante. G, H e [
representan los histogramas y distribuciones que resumen los cambios en el efecto GABAé&rgico en presencia o
ausencia de NNC 55-0396 (10 uM) y nicardipina (5 uM). Las barras representan la media + ESM. D1-SPN vs
bicuculina + NNC 55-0366 n = 3; D1-SPN vs NNC + nicardipina n = 3; D2-SPN vs NNC n = 2; D2-SPNs vs
NNC + nicardipina n = 6; **p < 0.01 en base a una prueba Kruskal-Wallis, seguida de un Test de Dunn como
post-hoc.
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Figura 3.5.1. Comparacion del efecto GABAérgico en la integracion sinaptica cortico-estriatal en presencia
y ausencia de los bloqueadores de VGCCs tipo T y L. (Explicacion en la pagina anterior).

65



3.5. Las diferencias en el efecto GABAérgico son mediadas por VGCCs tipo Ty L

D, SPN D, SPN
A B
— control —— control
—— bicuculina —— bicuculina
5mV
A 50 ms A
(S D
— control — control
— NNC + bicu — NNC + bicu
A
E F
= control = control
—— NNC + nica + bicu —— NNC + nica + bicu
A A
G H 60- D1.SPN D2 SPN
- Z
(2]
g g 407
1]
= = |
£ 5
‘5 g 20"
S o4 & e N 0o
R\ A
000 ox‘kxo 00(\ ox%*o
.(’J $ .0 $
v b

Figura 3.5.2. Comparacion del efecto GABAérgico en la respuesta sinaptica subumbral ante estimulacién
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ortodromica en presencia y ausencia de los bloqueadores de VGCCs tipo T y L. A y B muestran los
efectos del bloqueador bicuculina solo ante una respuesta control de una D1-SPN y una D2-SPN. También
se comparan las respuestas en presencia de bicuculina una vez que se han bloqueado los canales de calcio
tipo T (C y D) y cuando se han bloqueando los canales de calcio T y L (E'y F). El efecto despolarizante
de la bicuculina en las D2-SPNs se revierte desde estimulaciones subumbrales una vez que se aplica NNC
55-0396 (10 uM) y con la combinacién NNC + nicardipina (5 uM). En cambio, el efecto de la bicuculina
en estimulacién subumbral de las D1-SPNs con el bloqueo de los VGCCs tipo T y L no genera cambio
significativo (G). Las barras representan la media + ESM. DI-SPN vs bicuculina + NNC 55-0366 n = 5;
DI-SPN vs NNC + nicardipina n = 7; D2-SPN vs NNC n = 2; D2-SPNs vs NNC + nicardipina n = 8; **p
< 0.01 en base a una prueba Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn.



4 Discusion de resultados

Antes de iniciar se deben recordar unos cuantos datos relevantes para esta discusion. Primero,
la estimulacion cortical permite la activacion del microcircuito estriatal total, pues no sélo se diri-
ge a la SPN, sino que también y con mayor facilidad activa a las interneuronas estriatales. Esto
significa que la respuesta evocada tras la estimulacién ortodrémica cortico-estriatal involucra
tanto excitacion glutamatérgica, modulacién colinérgica e inhibicion GABAérgica (Tepper et al.
2008, Vizcarra-Chacén et al. 2013). Entonces, al analizar las respuestas generadas en una SPN
ante estimulacion ortodromica cortico-estriatal, se obtiene la intergacion tanto del comando de
las neuronas piramidales, como también el de las interneuronas estriatales y las otras SPNs. Ade-
mds, la informacién se integra desde las dendritas, pasa por el soma y llega hasta la membrana
axodnica, permitiendo asi la excitacion o inhibicion del disparo en las SPNs ante la estimulacion
de sus aferencias. Este punto es importante ya que refleja la compartimentacion que existe dentro

de una respuesta sindptica.

Segundo, debido a que las respuestas duran cientos de milisegundos, su composicion se basa
principalmente en la accion de receptores ionotropicos y en menor medida en algunos receptores
metabotropicos, como los receptores de ACh tipo muscarinicos (Pérez-Ramirez et al. En prensa).
Los principales receptores ionotrépicos en el NE son a glutamato (NMDA, AMPA y kainato) y
a GABA (GABA,).

Tercero, la respuesta sindptica GABAérgica que las SPNs presentan a nivel somatico siempre
resulta despolarizante. Esto se debe a una inhibicién tipo shunting, en la cual en base a que el
PMR es menor al potencial de inversion de la corriente GABAérgica, los iones Cl” generan un

flujo neto saliente.
Las respuestas sindpticas ante estimulos corticales de las SPNs son diferentes entre las dos

subpoblaciones: en las D1-SPNs la respuesta es mds prolongada y evoca mayor nimero de po-

tenciales de accion; mientras que en las D2-SPNs la respuesta es corta y capaz de exhibir poten-
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ciales autorregenerativos de Ca>* (Flores-Barrera et al. 2010). Ademis, al estudiar el papel de la
transmision GABA¢érgica en la respuesta sindptica cortico-estriatal, se encontré un efecto despo-
larizante en las D1-SPNs, donde se aumenta la meseta de despolarizacién de dichas respuestas.
Mientras que en las D2-SPNs el efecto es hiperpolarizante en el compartimento dendritico, lo
cual ocasiona una restriccion de la despolarizacion en la respuesta sindptica total (Flores-Barrera
et al. 2010). Debido a que las aferencias de ambas SPNs son similares entre si, este efecto di-
simil de la integracion sindptica GABAérgica se debe explicar mediante la variacion de algunas

propiedades intrinsecas a las SPNs.

En este trabajo se analizaron dos propiedades intrinsecas capaces de respaldar la distinta inte-

gracion GABAérgica en la respuesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs.

4.1. Cotransportadores de cloro

Al estudiar la expresion de los cotransportadores NKCC1 y KCC2 no se encontraron dife-
rencias entre las dos subpoblaciones de SPNs. Ambos tipos neuronales presentan el importador
NKCCI1 en el soma, preferentemente (Fig. 3.3.1); a la vez que la expresioén del tranportador
KCC2 estd ausente en ambas SPNs, tanto en sus somas como en sus procesos dendriticos (Fig.
3.3.2'y 3.3.3). Sin embargo, si se reconoci6 una marca del exportador KCC2 dentro el NE, la cual
se ubicaba principalmente en los procesos dendriticos o axénicos. Por tanto, se puede inferir que
algunas interneuronas estriatales o incluso las terminales de neuronas piramidales, taldmicas o

de otras aferentes contienen este exportador de Cl” (Fig. 3.3.2,3.3.3).

El hecho de que el importador de CI” si este presente en las SPNs, pero el exportador no,
permite explicar el efecto despolarizante de la transmision GABAérgica a nivel somadtico de las
SPNs y coincide con lo reportado para neuronas en desarrollo presentes en el SNC (Ben-Ari
et al. 2012). Incluso, al pensar que existe una entrada continua de CI™ a través del transportador
NKCCI, se puede agregar esta fuente junto a las corrientes persistentes de K* (Bargas et al.
1989, Nisenbaum & Berger 1992), como las encargadas de mantener un PMR somético mucho
mas hiperpolarizado en las SPNs (-85 mV) que en la mayoria de las neuronas en el SNC (-65
mV).

Otro hecho que cabe destacar es como las SPNs son similares a neuronas en desarrollo o que

70



Capitulo 4. Discusion de resultados

presentan ciertas patologias debido al efecto despolarizante que el GABA ejerce sobre ellas,
aunque sea dentro del comparimento somatico. Esto se explica, en parte, debido a la ausencia
en la expresion del transportador de C1I" KCC2 que presentan. Si se recuerda, esta caracteristica
se manifiesta en neuronas en desarrollo debido a que las sinapsis excitatorias glutamatérgicas
aparecen después que las GABAérgicas (Ben-Ari 2014). Indicando que las células encuentran
una manera de balancear la falta de excitacion. Tal vez en el NE ocurra algo similar en los
circuitos de animales adultos, puesto que las sinapsis inhibitorias predominan respecto a las
excitatorias, se puede pensar que las SPNs intentan balancear dicha dominancia al permitir una
respuesta GABAérgica despolarizante. Aun asi, cualquiera que sea la explicacion, lo importante
es reconocer el efecto GABAérgico despolarizante en las SPNs como uno més en los escasos,

pero existentes ejemplos de neuronas adultas y sanas.

Para propésitos de este trabajo, los resultados de la expresion de transportadores de Cl™ no
explican porqué a nivel dendritico se observan efectos GABAérgicos distintos entre una y otra
SPNs, ya que ningtin cotransportador se expresa en las dendritas y ademads, su expresion es igual
en ambas subpoblaciones de SPNs. A pesar de que la concentracién de CI™ intracelular difiere a
lo largo de la membrana axo-somato-dendritica en algunas neuronas del SNC (Baldi et al. 2010,
Glykys et al. 2014), es poco probable que exista una variacion muy contrastante al interior de
la membrana de las SPNs debido a que el principal exportador de CI" no se encuentra ni en el
soma, ni en las dendritas. Aun, esta inferencia necesita un andlisis mds detallado pues existen
otros transportadores de CI" menos comunes que no fueron analizados en este trabajo (Payne
et al. 2003, Blaesse et al. 2009, Mao et al. 2012). Pero, a pesar de esto, si se reportan diferencias

en la transmision GABAérgica en base a otra propiedad intrinseca caracteristica de las SPNs.

4.2. Corrientes dendriticas de calcio

Mediante registros intracelulares que no alteran la concentracion de iones al interior de la
membrana somatodendritica, se comprobd que las conductancias mediadas por los VGCCs tipo
T y L participan durante la meseta despolarizante evocada por estimulos corticales en las SPNs.
En las D1-SPNs la participacion de los VGCCs tipo T es muy pequefia ante estimulaciones su-
praumbrales (Fig. 3.4.1A, C, E) y nula en estimulos subumbrales (Fig. 3.4.3A). Por su parte, el
VGCC tipo L si participa durante las estimulaciones supraumbrales (Fig. 3.4.2A, C, E), pero no
en las subumbrales (Fig. 3.4.3C). En las D2-SPNs, las conductancias a través de los VGCCs tipo
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Ty L si estdn presentes ante distintas intensidades de estimulacion y la aportacion de los VGCCs
tipo T es mayor que en las DI-SPNs. Especificamente, forman las respuestas autorregenerati-
vas de Ca?* en la estimulacién supraumbral (Figs. 3.4.1B, D, F'y 3.4.2B, D, F) y aumentan la

despolarizacion en estimulaciones subumbrales ((Fig. 3.4.3B, D).

Los datos anteriores, obtenidos mediante registros electrofisiolégicos, comprueban la partici-
pacion del VGCC tipo L en la respuesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs reportada por
Flores-Barrera et al. (2011). Ademads, reconocen que en esta respuesta ambas SPNs presentan
un componente mediado por el VGCC tipo T, pero la aportacion de dicho canal es mayor en las
D2-SPNs en comparacion con las D1-SPNs. Este hecho coincide con estudios realizados me-
diante técnicas de imagenologia de Ca®* en las dendritas de SPNs, donde se identifica la distinta
aportaciéon de Ca®* que presentan dado los diversos tipos de VGCCs (Carter & Sabatini 2004,
Higley & Sabatini 2010). En este trabajo, ademds se afiade una clara distincién entre las subpo-
blaciones de SPNs; por tal, se propone que el VGCC tipo T tiene una mayor participacion en las
dendritas de las D2-SPNs y que, aunque este mismo canal se encuentra también en las D1-SPNs,

su participacion estd disminuida.

Es relevante resaltar que los VGCCs tipo T son activados a umbrales bajos (-65 mV), mientras
que los VGCC:s tipo L son de alto umbral (-45 mV). De esta manera, durante los estados hiper-
polarizados (estados down) de las SPNs resulta de suma importancia la aportacién del VGCC
tipo T y en los estados despolarizados, el tipo L es predominante dada la activacion de una gran
corriente entrante (de ahi el acrénimo L, por large, grande en inglés) (Carter & Sabatini 2004).
Al recordar que en las D2-SPNs se ha registrado una mayor excitabilidad dendritica que en las
DI-SPNs y que no es debida a la falta de VGCCs en las dendritas de las D1-SPNs (Day et al.
2008); se puede argumentar que el VGCC tipo T permite una entrada de Ca”* significativa en
las D2-SPNs y esto eleva su excitabilidad dendritica. En cambio, en las D1-SPNs la entrada de
Ca”* a través de la menor participacién de los VGCCs tipo T no resulta suficiente para permitir

la generacién de espigas de Ca>* y por consiguiente, su excitabilidad dendritica estd reducida.

La mayor aportacion de los VGCCs tipo T en las D2-SPNs respecto a las D1-SPNs también
coincide con reportes sobre la contribucién de conductancias de canales de K* dependientes
de Ca> (BK y SK) en la respuesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs (Arias-Garcia et al.
2013). El estudio menciona que las corrientes a través de los canales BK y SK actian mds

temprano en la respuesta sindptica cortico-estriatal de las D2-SPNs en comparacion con las D1-
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SPNs. Dado este hecho, se sugiere que la mayor disponibilidad de Ca”* en las dendritas de las
D2-SPNs es capaz de activar corrientes BK y SK, resultando en una medida mediante la cual
estas neuronas restringen su despolarizacion al acortar la duracién de la respuesta sindptica. En
contraste, debido a la baja aportacion de los VGCCs tipo T, en las D1-SPNs se requieren de
otras fuentes de Ca>* (entrada a través de receptores NMDA, AMPA y kainato) para lograr la
activacion de las corrientes BK y SK. De esta forma, se lleva a cabo una participacion mds tardia
de dichas corrientes en la respuesta sindptica cortico-estriatal, permitiendo la prolongacién de la

meseta de despolarizacion.

También se debe mencionar que el aumento de la excitabilidad dendritica en las D2-SPNs, jun-
to con otras caracteristicas fisiologicas y anatémicas, permite que estas neuronas sean activadas
mas facilmente que las D1-SPNs (Gertler et al. 2008). Por tanto, al momento de la invervacion
cortical sobre el NE, las D2-SPNs serian capaces de reclutarse con mayor rapidez y desde estimu-
laciones menores en comparacion con las D1-SPNs. De hecho, la menor latencia de activacion
que presentan ante estimulacion cortical es una prueba de esta suposicion (Vizcarra-Chacon et al.

2013). Esto es de enorme relevancia al intentar esclarecer la dindmica del microcircuito estriatal.

Retomando, la inhibicion GABAérgica en la integracion sindptica cortico-estriatal estd sujeta
a la despolarizacién dendritica producida por la entrada de Ca®* en las SPNs (Fig. 3.5.1y 3.5.2).
Como existe mayor entrada de Ca®* en las D2-SPNG, la transmisién sindptica GABAérgica tiene
un efecto inhibitorio en el compartimento dendritico durante toda la respuesta cortico-estriatal,
sugiriendo que compone un freno ante su alta excitabilidad. Al eliminar las corrientes de los
VGCCs tipo T y L se merma la entrada de Ca®* y por tanto, la excitabilidad dendritica en estas
neuronas. Es entonces cuando la transmision sindptica GABAérgica se vuelve despolarizante.
Una interpretacioén podria ser que como ya no hay un aumento de la excitabilidad dendritica a
compensar en estas neuronas, la transmision GABAérgica ya no necesita ser hiperpolarizante; y
entonces pasa a ser despolarizante, tal y como sucede en el compartimento somédtico y en las D1-
SPNs. También se puede decir que debido a la gran entrada de corrientes catidnicas a través de
los VGCC:s estudiados, el PMR de la dendrita se eleva por encima del potencial de inversion de

la conductancia GABAérgica, ocasionando que el flujo de iones CI” sea hacia el interior celular.
Ahora bien, en las D1-SPNs la inhibicién sindptica durante estimulaciéon supraumbral posee

un componente bifdsico, donde predomina la porcidn tardia que participa en el aumento de la

meseta despolarizante ante estimulacion cortico-estriatal. Este efecto coincide con lo reportado
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en el compartimento somdtico de las SPNs (Flores-Barrera et al. 2009), donde la transmision
GABAérgica es despolarizante. La porcion inicial de la respuesta sindptica presenta una gran
despolarizacién membranal (EPSP) debido a la rdpida activacion de los receptores a glutamato,
lo cual permite suponer que estas neuronas ya no necesitan mas despolarizacion y por consiguien-
te el neurotransmisor GABA tiene un efecto hiperpolarizante. Si se agrega que las corrientes de
los VGCCs tipo T y L también estdn involucradas en el aumento de la meseta despolarizante,
la eliminacién de dichas corrientes disminuye la meseta al igual que si se elimina la contribu-
cion GABAérgica (Fig. 3.5.14, C, E). Sin embargo, dicha entrada de corrientes catiénicas no
es suficiente para elevar el PMR dendritico por encima del potencial inversor de la conductancia
GABA¢érgica, resultando en un flujo neto de iones Cl saliente. En estimulaciones subumbrales la
transmision GABAérgica también es despolarizante, pero la aportacion de corrientes cationicas
entrantes a través de los VGCCs estudiados es muy pequeiia (Fig. 3.5.2A, C). Esto también sugie-
re que el PMR permanece por debajo del potencial de inversion de la conductancia GABAérgica,

ocasionando una salida de iones CI".

El esquema propuesto queda representado en la Figura 4.2.1, donde se observa que el efecto
despolarizante o hiperpolarizante de la transmision sindptica GABAérgica ejerce durante la res-
puesta sindptica cortico-estriatal de las SPNs depende del PMR dendritico de cada célula. En las
dendritas de las SPNs, el PMR es altamente sensible a la cantidad de Ca?* intracelular y este
ultimo varia en funcién de la expresion de los VGCCs tipo T y L. Por tanto, se obtiene que la
contribucion GABAérgica diferente en la respuesta sindptica cortico-estriatal de ambas SPNs

esta dada por la diferencia en la excitabilidad dendritica dependiente de Ca”*.

Un hecho controversial ante estos resultados podria argumentar que el efecto diferente de la
inhibicién GABAérgica sobre las SPNs en realidad estaria gobernado por un cambio en la pre-
sinapsis glutamatérgica al bloquear las conductancias de VGCCs, mas que por los efectos in-
trinsecos a la post-sinapsis. Dado los resultados revelados resulta dificil explicar esta situacién
ya que al bloquear los VGCCs en las células piramidales, la liberacion de glutamato deberia
mermarse y dejaria de producir tanto excitacion glutamatérgica como inhibicion GABAérgica
despolarizante mediada por la activacion de las interneuronas ante estimulos corticales en las
dendritas de las SPNs, fendmeno que no ocurre. Atn asi, es importante esclarecer todas las du-
das, por lo que se propone un simple ensayo capaz de comprobar la propiedad intrinseca a las

SPNs como responsable de las diferencias en la inhibicidn sindptica cortico-estriatal. El expe-
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Figura 4.2.1. La integracién sinaptica GABAérgica es diferente en las dendritas de las SPNs. Se observa un
esquema de la sinapsis en una D1-SPN y de una D2-SPN. El dibujo resalta las diferencias en la expresién
de VGCCs entre ambos tipos de neuronas, provocando una mayor concentracién intracelular de Ca®* en
las D2-SPNs respecto a las D1-SPNs. También se ejemplifica que el efecto GABAé&rgico de la integracion
sindptica cortico-estriatal es excitador o inhibidor, en funcién de si el PMR es menor o mayor al potencial
inversor del CI. De esta manera, resulta claro reconocer la sinapsis derivativa en las D2-SPNs. PMR,
potencial de membrana en reposo; Ecy-, potencial de inversion del i6n CI°.

rimento consiste en estudiar la aportacion GABAérgica al aplicar bicuculina durante la misma
respuesta cortico-estriatal, pero ahora agregar un quelante de Ca®* intracelular en el microelec-
trodo de registro. Si las diferencias se deben a propiedades intrinsecas, el efecto GABAérgico se

veria afectado de igual manera que en los resultados presentados en este trabajo.

4.3. Relevancia fisiolégica en el microcircuito estriatal

Al estudiar la inhibicion GABAérgica en la respuesta sindptica cortico-estriatal podemos en-
tender la dinamica del microcircuito estriatal. Si se recuerda, la importancia de las mesetas de
voltaje despolarizante radica en que funcionan como ventanas para la sincronizacién de la activi-
dad de ensambles neuronales (Carter & Sabatini 2004). Esto sugiere que existe mayor posibilidad
de sincronizacion entre las D1-SPNs, ya que poseen mesetas de despolarizacion mds prolonga-
das. Sin embargo, aqui también entra en juego la mayor excitabilidad dendritica en las D2-SPNs
mediada, principalmente por los VGCCs tipo T. Existen estudios que relacionan las conductan-
cias a través del VGCC tipo T con la sincronizacién entre neuronas, ya que éstos permiten un

disparo en rebote al mismo tiempo en algunas neuronas del SNC (Alvifia et al. 2009). Por lo que,
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al parecer, las propiedades intrinsecas de estas neuronas modulan su capacidad de participacion
en los ensambles corticales y, a pesar de ser diferentes, permiten tener un resultado balanceado

al momento de sincronizar los distintos estados de la red estriatal (Carrillo-Reid et al. 2008).

Si a esto se suma que la inhibicidn sindptica permite que un grupo determinado de neuronas
oscile de forma coherente (Surmeier et al. 2009), la transmision sindptica GABAérgica también
debe balancear la proporcién de participacion de diferentes SPNs para lograr una correcta sin-
cronizacion. En efecto, en este caso, este componente aumenta las mesetas de despolarizacion
en las DI-SPNs y contrarrestra la alta excitabilidad en las D2-SPNs. De esta manera, cumple
la funcién de reiniciar el microcicuito para garantizar la disponibilidad de este tipo de neuronas

ante un comando de activacion.

Pero, ;acaso existen otros componentes del microcircuito estriatal capaces de mediar el des-
balance en la excitabilidad dendritica entre las SPNs? La respuesta es si, existen mds neuro-
transmisores que intentan restringir la excitabilidad en las D2-SPNs, mientras que aumentan la
excitacion de las D1-SPNs. Si se recuerda, el efecto de la DA en estas neuronas aumenta la
frecuencia de disparo en las D1-SPNs y la disminuye en las D2-SPNs (Herndndez-Lépez et al.
1997; 2000). También se ha estudiado el efecto de 1a DA en la respuesta sindptica cortico-estriatal
y se encontrd el mismo efecto: la DA mantiene la meseta despolarizante en las D1-SPNs, pero
la disminuye en las D2-SPNs (Flores-Barrera ef al. 2011). Otro caso es el de la ACh, la cual
tiene un efecto similar a través de los receptores M1 y M4. Se ha observado que la activacién del
receptor M4 incrementa una corriente entrante de Ca®*a través de los VGCCs tipo L y son las
D1-SPNs que poseen ambos receptores, ya que las D2-SPNs s6lo contienen el M 1. Estos resul-
tados, aunados a la transmision GABAérgica establecen que dentro del circuito estriatal existen
muchos componentes que aumentan la despolarizacion y excitabilidad en las D1-SPNs, mientras

que las disminuyen en las D2-SPNs.

Por lo tanto, la inhibicion en el microcircuito cortico-estriatal, aunada a la modulacién dopa-
minérgica y colinérgica diferencial en las SPNs, forman un componente importante durante la
reverberacion y alternancia entre ensambles estriatales, los cuales resultan en la dindmica del

microcircuito del NE capaz de formar el correlato neuronal del movimiento.
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5 Conclusiones

Con el presente trabajo se obtuvieron los siguientes resultados:

1. La comprobacion de que la respuesta sindptica cortico-estriatal es diferente entre las SPNs.
Las D1-SPNs tienen respuestas mds prolongadas, mientras que en las D2-SPNs son més

cortas.
2. La contribucion GABA¢érgica sobre dicha respuesta también es diferente entre las SPNs.

3. La localizacion del cotransportador de CI” NKCCI1 se encuentra preferentemente en el
compartimento somdtico de ambos tipos de SPNs. En cambio, el cotransportador KCC?2
a pesar de encontrarse en el NE, no estd presente ni en el soma ni en las dendritas de las
SPNs.

4. La participacién de conductancias de Ca”* a través de los VGCCs tipo T durante las res-
puestas sindpticas es mayor en las D2-SPNs que en las D1-SPNs. Ademads, su contribucién
es evidente aun en respuestas sindpticas subumbrales. Esto influye en el aumento de la

excitabilidad dendritica que las D2-SPNs presentan.

5. La participacién de conductancias de Ca®* a través de los VGCCs tipo L es similar en

ambas neuronas.

6. La integracion sindptica GABAérgica mencionada depende de la despolarizacion dendri-
tica alcanzada en cada SPN a partir de la entrada de corrientes de Ca>* a través de VGCCs

tipo Ty L.

7. Por tanto, la inhibicion sindptica GABAérgica a partir de una estimulacion cortico-estriatal
es diferente en las SPNs debido a los cambios en el potencial de membrana ocasionados

por la activacién de VGCCs localizados en las dendritas.
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Dicho de una forma mds detallada, se comprob6 una vez maés, la diferencia en la respuesta
sindptica cortico-estriatal que existe entre las D1-SPNs y las D2-SPNss; la cual aporta una carac-
teristica electrofisioldgica especifica para cada subpoblaciéon de SPNs, permitiendo su identifi-
cacion al momento de realizar los registros. También se comprob¢ la contribucién GABAérgica

disimil que existe en la integracion sindptica cortico-estriatal de ambas tipos de SPNs.

Por otro lado, se identifico la expresion del cotransportador NKCC1 y la ausencia del cotrans-
portador KCC2 en ambas SPNs, sumando informacién relevante al momento de explicar el PMR

tan hiperpolarizado presente en estas células.

Ademds, se reconocid el aporte de las conductancias a través de los VGCCs tipo T y L en la
respuesta sindptica estudiada; indicando una diferencia en el efecto mediado por el VGCC tipo
T, ya que su aportacion es mayor sobre la respuesta de las D2-SPNs en comparacion con la de
las D1-SPNs. Este resultado marca uno de los pocos precedentes acerca de la aportacion del
VGCC tipo T en las dendritas de las SPNs, la cual antes era descartada. Por si fuera poco, este
hecho resulta explicar de manera conjunta la diferencia en la excitabilidad dendritica entre las

dos subpoblaciones de SPNs.

Sin duda alguna, la piedra angular de este trabajo consistié en reconocer el origen intrinse-
co que subyace al diferente efecto GABAérgico durante la integracion sindptica ante estimulos
ortodrémicos corticales entre una y otra SPN. Se determiné que este hecho se debe a la ma-
yor aportacion de los VGCCs tipo T en las dendritas de las D2-SPNs en comparacion con las
D1-SPNs; situacion que modifica la excitabilidad en estas neuronas y las vuelve propensas a un
efecto GABAérgico hiperpolarizante o despolarizante, respectivamente. A la par, se descart6 la
explicacion aceptada para otros tipos neurales del SNC, donde el desbalance en la expresion de
los cotransportadores de cloro NKCC1 y KCC2 a lo largo de la membrana somato-dendritica

subyace el efecto disimil en la inhibiciéon mediada por el receptor GABA,.

Es importante resumir que la mayor excitabilidad dendritica que las D2-SPNs presentan en
comparacion con las D1-SPNs desencadena dos efectos: primero, que ante estimulos corticales
de menor intensidad respondan con despolarizaciones mayores que las D1-SPNs y que generen
potenciales dendriticos de Ca®* autorregenerativos. Esto, a su vez ocasiona que en las D2-SPNs
el efecto sindptico GABAérgico sea completamente hiperpolarizante y que se activen de forma

mds pronta y con mayor participacién corrientes de K* dependientes de Ca”*. Lo cual determina
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la respuesta sindptica cortico-estriatal en las D2-SPNs y resulta en dos mecanismos mediante los

cuales la mayor excitabilidad se logra balancear.
Por dltimo, quisiera resaltar la importancia de estos resultados en el sentido de que forman un

estudio pionero sobre la relacién electroquimica que se tiene entre los iones CI" y Ca>*, la cual

es capaz de delimitar el efecto que el neurotransmisor GABA tiene sobre las SPNs.
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