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CV:
DPP:

FPP:
FS:

FS—>NEM:

GB:

GP—-NEM:
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Coeficiente de variacién

Depresion sinaptica en la tasa de pulsos pareados (IPSC;
>IPSCy)

Facilitacion en la tasa de pulsos pareados

Interneurona GABAérgica de disparo rapido proviene de “Fast
spiking”

Conexion sinaptica funcional de la interneurona GABAérgica
de disparo rapido (“Fast spiking”) sobre la neurona espinosa
mediana

Ganglios basales

Conexion sinaptica poblacional de neuronas espinosas
medianas sobre una neurona espinosa mediana

Segmento externo del globo palido en los primates. En rata
equivale al globo palido

Segmento interno del globo palido en los primates. En rata
equivale al nucleo entopeduncular.

Curva funcién intensidad de la estimulacion vs amplitud de la
respuesta provocada

Corriente postsinapticas inhibitoria proviene de “inhibitory post
sinaptic current”

Potencial postsinaptico inhibitorio proviene de “inhibitory post
sinaptic potencial”

Interneurona GABAérgica neoestriatal que presenta espigas
de bajo umbral (“Low threshold spike”)

Neurona espinosa mediana de proyeccion del neoestriado
Conexion sinaptica unitaria entre neuronas espinosas
medianas

Neoestriado

Nucleo subtalamico

Dia postnatal 14

Dia postnatal 40

Probabilidad promedio de los sitios de liberacion

Tamano del cuanto promedio de los sitios de liberacion
Sustancia negra

Sustancia negra compacta

Sustancia negra reticulada

Depresion sinaptica de corto plazo, proviene de “short term
depresiéon”

Plasticidad sinaptica de corto plazo, proviene de “short term
plasticity”

Tasa de pulsos pareados



Resumen

La inhibicién lateral entre las neuronas espinosas medianas del neoestriado
(NEMs) provee al circuito de los ganglios basales de propiedades para el control
de los movimientos voluntarios. La desregulacion de la inervacion dopaminérgica
que recibe el neoestriado colapsa este control desembocando en los sintomas de

la enfermedad de Parkinson.

En esta tesis se muestra como el sistema dopaminérgico regula la
plasticidad de corto plazo (STP) de las sinapsis encargadas de llevar a cabo la
inhibicién lateral (entre las NEMs). La STP determina las capacidades
computacionales de las sinapsis, por ejemplo, permitiéndoles trasmitir informacion
acerca de la frecuencia de disparo en la presinapsis y/o regulando el nivel basal

de la conexion.

Aislando la inhibicion lateral entre NEMs de manera unitaria y poblacional
se observo que la activacion de receptores dopaminérgicos modula la STP de esta
conexion. Un agonista de receptores a dopamina de la clase D1 (SKF 81297)
incrementd la depresion de corto plazo (STD), mientras que un agonista de la
clase D2 (quinelorane) la decrementé. EI mecanismo subyacente fue la
redistribucién de la eficacia sinaptica (modulando la probabilidad de liberacién sin
afectar el estado estacionario de la conexién). Por el contrario los receptores
dopaminérgicos no modularon la STD del otro origen de inhibicion sobre las

NEMs: la interneurona “fast spiking” o de disparo rapido.

Esta tesis plantea acciones novedosas de la dopamina en el microcircuito
del neoestriado: 1) Controla la STD de la inhibicion entre NEMs y 2) ajusta el
balance entre las diferentes fuentes de inhibicion. Tedricamente, los receptores de
la clase D1 promoveran una mayor sensibilidad temporal a cambios repentinos,
mientras que los receptores de la clase D2 mantienen las propiedades basales de

la inhibicion.



Summary

Lateral inhibition between medium spiny neurons (MSNSs) in the neostriatum
supplies the basal ganglia circuit with neuronal mechanisms for the control of
voluntary movements. The disregulation of the dopaminergic innervation to the
neoestriatum functionally collapses this control inducing the devastating signs of

Parkinson’s disease.

Here it is shown how the dopaminergic system regulates short term
plasticity (STP) of the synapses participating the lateral inhibition (between MSNSs).
The STP determines the computational capabilities of synapses, for example,
allowing them to transmit information about the presynaptic firing rate and/or

modulating the basal properties of the connection.

Isolating unitary and population synaptic connection between MSNs (lateral
inhibition) the modulation of STP by activation of dopamine receptors was
observed. A Di-class agonist (SKF 81297) enhances the short term depression
(STD) whereas a D2-class agonist (quinelorane) decreases it; most probably via
synaptic redistribution (setting the release probability without changing the
stationary state of the connection). In contrast presynaptic dopaminergic receptors
did not the STD between fast spiking interneurons and MSNs (another source of
inhibition on the MSNs).

Thus, this thesis provides a novel explanation of dopamine actions at the
neoestriatal microcircuit level: 1) the control of STD between lateral connections of
output neurons and 2) the reorganization of the balance between different forms of
inhibitory transmission. Theoretically, D1 receptors would promote a sensitive
responsive state for temporal precision (dynamic component) whereas D2

receptors would sense background activity (static component).



INTRODUCCION

1.1 LA PLASTICIDAD SINAPTICA

La sinapsis es el sitio de comunicacidn entre neuronas. Hay dos tipos:
quimicas y eléctricas. Ambas constituyen conexiones especializadas involucradas
en transmitir informacion de una neurona (presinapsis) a otra (postsinapsis). La
fuerza de una conexion sinaptica es modificada adaptativamente en respuesta a la
actividad. A esta adaptacion en la fuerza sinaptica la conocemos como plasticidad
sinaptica (Abbott y Nelson, 2000; Thomson, 2000a; 2000b; Zuker y Regehr, 2002;

Abbott y Regehr, 2004).

La fuerza sinaptica quimica depende de la probabilidad de liberacién del
neurotransmisor (Tsodyks y Markram, 1997; Thomson, 2000a; Rosov et al., 2001;
Zuker y Regehr, 2002), que a su vez depende, de la dinamica del calcio en la
terminal sinaptica (Rosov et al., 2001; Zucker y Regehr, 2002; Rusakov y Fine,
2003; Felmy et al., 2003; Bollmann y Sakman, 2005; Xu y Wu, 2005). La dinamica
del calcio en la presinapsis puede ser modificada por receptores presinapticos
(Schuman y Madison, 1991; Shibuki y Okada, 1991; Wilson y Nicoll, 2001, Kreitzer
y Regehr, 2001; Brenowitz y Regehr, 2005; Namiki et al., 2005), sistemas de
modulacién distribuida (e.g., dopamina, acetilcolina; Brenowitz et al., 1998;
Guzman et al., 2003; Salgado et al., 2005), la misma neurona presinaptica (Borst y
Sakmann, 1998; Geiger y Jonas, 2000; Parnas et al., 2000), o la neurona
postsinaptica mediante transmisores quimicos retrogrados (Wilson y Nicoll, 2001;
Kreitzer y Regehr, 2001; Brenowitz y Regehr, 2005; Namiki et al., 2005). Las

modificaciones de la probabilidad de liberacion modifican la fuerza sinaptica en



forma dinamica, de manera que los pesos sinapticos de una red neuronal cambian
continuamente (Zucker y Regehr, 2002). En consecuencia, los receptores
presinapticos funcionan como censores, continuamente regulando las propiedades

de un microcircuito (Wilson y Nicoll, 2001).

En el neoestriado (NE), el neurotransmisor modulador dopamina presenta
las mas altas concentraciones basales de todo el sistema nervioso central. Su
ausencia colapsa funcionalmente a los ganglios basales (GB), induciendo los
sintomas de la enfermedad de Parkinson (Hornykiewicz, 1973; Wooten, 1990;

Albin et al., 1995; Wichmann, 2003).

En este trabajo de Tesis nos preguntamos si la dopamina regula la
plasticidad sinaptica de corto plazo (STP) en las sinapsis GABAérgicas del NE.
Algunas acciones pre y postsinapticas de la dopamina ya han sido descritas
electrofisiolégicamente a nivel celular (e.g., Guzman et al., 2003; Hernandez-
Lopez et al.,, 1997; Hernandez-Lopez et al., 2000; Nicola et al., 2004). Sin
embargo, una accién global con un impacto potencial a nivel del microcircuito’ no
ha sido documentada aun. La presente Tesis muestra que la STP entre neuronas
espinosas medianas (NEMs) puede ser regulada por la dopamina. En esta
modulacién participan los receptores de ambas clases, D1 y D,. En contraste, la
STP en la conexion entre las interneuronas y la NEM, no es modulada por la
dopamina. Por lo que planteamos que la dopamina puede modular una funcion

global del microcircuito capaz de re-arreglar el balance entre diferentes formas de

! Microcircuito: es el nimero minimo de neuronas que interaccionando entre si, son capaces de generar
colectivamente una salida funcional (Silberberg et al., 2005).



inhibicion, ademas de modular diferencialmente las propiedades computacionales

de la inhibicion (Silberberg et al., 2004; Richardson et al., 2005).

1.2 GANGLIOS BASALES

Los GB son un conjunto de nucleos subcorticales altamente
interconectados, que abarcan el telencéfalo, el diencéfalo y el mesencéfalo de los
mamiferos, aves y reptiles. La divisiéon dorsal de los GB consiste del neoestriado
(NE, que incluye a los nucleos caudado y putamen), el globo palido (GPe,
segmento externo del globo palido en los primates), el nucleo entopeduncular (EP
o GPi, segmento interno del globo palido en los primates), el nucleo subtalamico
(NST), y la sustancia nigra (SN, que comprende a la pars compacta y pars

reticulata: SNc y SNr, respectivamente) (Bolam et al., 2000) (Figura 1).

—i= Corteza Figura 1. Esquema simplificado
que ilustra la  organizacion
¢ anatomica y funcional de los
. . ganglios basales. En negro se ilustra
Neoestriado e SNe¢ el modelo inicial propuesto por Albin-
\ DelLong para explicar el funcionamiento
‘ de los GB. En gris se ilustran las
modificaciones actuales. SNc: Sustancia
GPe negra compacta. GPe: globo palido
T‘— externo, NST: NUcleo subtalamico GPi:
Globo palido interno, SNr: sustancia
| STN negra reticular. Las sinapsis
| glutamatérgicas estan representadas con
flechas, las sinapsis GABAérgicas con
circulos y la sinapsis dopaminérgica con
sy cuadro. Modificado de Bolam et al.,
: © 2000y Bar-Dag et al., 2003.

Via directa

" GP1/SNT

[dlamo




La mayor entrada sinaptica a los GB proviene de la corteza cerebral que
inerva al NE y al NST (Gerfen y Wilson, 1996). La informacién corticoestriatal es
procesada dentro del NE e integrada junto con informacién de otras aferencias a
los GB (e.g. nucleo intralaminar del tdlamo, amigdala, hipocampo, rafe dorsal; ver
Bolam et al., 2000). La “informacion procesada” es transmitida a los nucleos de
salida de los GB (el GPi y la SNr) (Carter y Fibiger, 1978; Somogyi et al., 1979;
Moriizumi et al., 1987; Bolam y Smith, 1992; Bevan et al., 1994; Shink y Smith,
1995; Williams y Faull, 1985; Smith y Bolam, 1991; Bolam et al., 1993). Estos a su
vez influencian el comportamiento (movimientos voluntarios) por medio de sus
proyecciones hacia el talamo y su regreso a la corteza motora o premotora, o a la
region subcortical premotora, incluyendo el coliculo superior y la formacion
reticular (Fig. 1) (Albin et al., 1989; DeLong, 1990; Bolam y Bennett, 1995; Gerfen
y Wilson, 1996; Smith et al., 1998; Bolam et al., 2000; Bar-Gad et al., 2003;

Graybiel, 2005).

1.3 VIAS DIRECTA E INDIRECTA

En el modelo propuesto por Albin et al (1989) y DelLong et al (1990), la
informacion cortical es transmitida a través de los GB por medio de dos vias: la
directa y la indirecta (ver tambien: Gerfen y Wilson, 1996; Shink et al., 1996). En la
via directa la informacion corticoestriatal es transmitida directamente del NE a los
nucleos de salida (GPi y SNr; Moriizumi et al., 1987; Bolam y Smith, 1992; Bevan
et al., 1994; Shink y Smith, 1995). En la via indirecta la informacion cortical es

transmitida del NE a los nucleos de salida a través de una red de interconexiones



entre el GPe y el NE (ver Fig. 1; Chang et al., 1981; Totterdell et al., 1984; Smith et
al., 1990; Bevan et al., 1994; Bevan y Bolam, 1995; Shink y Smith, 1995; Shink et

al., 1996).

En el modelo de los GB llamado de “tasa de disparo” (“rate model”), el
comportamiento asociado a los GB depende de la salida de los mismos vista como
un complejo de patrones espaciotemporales de incrementos y decrementos en el
disparo de las neuronas de los nucleos de salida (ver Figura 2) (Chevalier y
Deniau, 1990; Albin et al., 1989; DelLong, 1990; Hikosaka et al., 2000). Las
neuronas neoestriatales de proyeccion son GABAérgicas y silentes bajo
condiciones basales de alerta (Wilson, 1993; Wilson y Kawaguchi, 1996; Stern et
al., 1997). Las neuronas de los nucleos de salida de los GB, también son de
naturaleza GABAérgica, sin embargo, estas ultimas disparan todo el tiempo
potenciales de accion (muy probablemente por la entrada tdnica excitadora
proveniente del NST (Nakanishi et al., 1987; Bevan y Wilson, 1999). Esto inhibe
tébnicamente a sus nucleos blanco: los circuitos reciprocos talamo corticales
encargados de la ejecucién de los movimientos voluntarios o las regiones
premotoras subcorticales, el coliculo superior y la formacion reticular. Cuando el
sistema es activado por el disparo de neuronas corticoestriatales glutamatérgicas,
las neuronas neoestriatales disparan potenciales de accién (Wilson, 1993; Wilson
y Kawaguchi, 1996; Stern et al., 1997). Las neuronas de la via directa inhiben la
salida ténica de los GB. Esta reduccion en el disparo de las neuronas de la SNr y
el GPi transforma la inhibicién en desinhibicidon funcional de los circuitos motores

arriba mencionados (ver Fig. 2). Esto es, los GB “dejan salir” los movimientos. En



contraste, las neuronas de la via indirecta inhiben a las neuronas del GPe,
también GABAérgicas y ténicas. Lo cual puede incrementar el disparo de las
neuronas de salida de los GB por dos mecanismos: 1) desinhibir a las neuronas
del NE lo que incrementa la excitacion en las neuronas de la SNry GPi y 2) la
inhibicion en el GPe tiene un efecto desinhibidor sobre las neuronas de la SNr y
GPi. Esto inhibe a los nucleos motores blanco e inhibe los movimientos. Se ha
propuesto que esta accién de la via indirecta (incrementar el disparo de la
neuronas en la SNr y GPi; ver Fig. 2) actua atenuando o terminando los
movimientos asociados a los GB o suprimiendo la secuencia de movimientos no
deseados (Mink y Thach, 1993). Si se alternan, ambas vias explican las
secuencias (programas) de activacion de musculos agonistas y antagonistas que

dan origen a cualquier movimiento.

Figura 2. La desinhibicion es un
TN mecanismo clave en el control que ejercen
jinam

leo Caudado [H . .
T los ganglios basales sobre los movimientos,

¢ como por ejemplo, los movimientos del
()

o nistagmo  oculomotor  (saccades o
Desinhibicion . .
sacudidas). Las neuronas de la sustancia

Sustancia Nigra T ‘ g >
parts reticulata WWWWWHMHM%MWW nigra parts reticular  (SNr)  inhiben

tonicamente a las neuronas del coliculo

* Inhibicion tonica iLC e pt L superior (CS), previeniendo los movimientos
) involuntarios de los ojos. La actividad fasica
coliculo |Hmwm de las neuronas de salida del ndcleo
= TR caudado (provocada por la entrada cortical)
%} interrumpe la inhibicién ténica de la SNr
sobre el CS, conduciendo a que un
movimientos / movimiento en sacudida ocurra (Tomado de

T LR S Hikosaka et al., 2000).

los ojos

No obstante que el modelo de las via directa e indirecta tiene que ser
revisado bajo los descubrimientos de los ultimos afos [e.g. Levesque y Parent,

(2005) mostraron que axones de neuronas de proyeccion del NE pertenecientes a



ambas vias dejan abundantes colaterales en casi todos los nucleos de los GB;
contrarrestando la segregacion de ambas vias], actualmente, aun es aceptado
que las NEMs estan segregadas en dos poblaciones conformando dos vias que
ejercen efectos opuestos sobre los movimientos (Albin et al., 1995; Wichmann y

DelLong, 1996, 1998, 2003, Graybiel, 2005; Grillner et al., 2005).

1.4 EL NEOESTRIADO

El NE es el nucleo mas grande de los GB, constituye el principal sitio de
entradas sinapticas a los mismos y es determinante en la adquisicion, control y
seleccién de un amplio rango de comportamientos y procesos cognitivos (Wilson,
2004; Grillner et al., 2005). La patofisiologia del microcircuito del NE constituye el
sustrato de afecciones tales como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Huntington, la adiccién a las drogas, el sindrome de Tourette (Wichmann y
DelLong, 2003). La neurona principal implicada es la NEM, que al ser la neurona
de proyeccion, ejerce el control global sobre los otros nucleos de los GB, y en
consecuencia, sobre el control y la seleccion de los movimientos voluntarios

(Nlcola et al., 2000; Wichmann y DelLong , 2003; Grillner et al., 2005) (ver Fig.1).

1.5 LAS NEURONAS DEL NEOESTRIADO

La clasificacion actual de las neuronas estriatales se basa en la correlacién
de fenotipos tales como los péptidos y receptores que expresa cada neurona y sus

propiedades electrofisioldgicas (Kubota et al., 1993; Miles et al., 1996; Parra et al.,



1998; Paulsen y Moser, 1998; Gupta et al., 2000; Klausberger et al., 2003; Tepper
y Plenz, 2004; Butt et al., 2005; Dumitriu et al., 2007). De acuerdo a lo anterior se
han identificado al menos seis tipos neuronales dentro del NE (DiFiglia y Carey,
1986; Kaguagushi et al., 1995; Bennet y Wilson, 2000; Tepper y Bolam, 2004,
Tepper y Plenz, 2004). Cinco son neuronas locales o interneuronas y la neurona
espinosa mediana de proyeccion (NEM) que como ya se mencion6 esta subdivida

en dos subpoblaciones.

1.6 NEURONA ESPINOSA MEDIANA DE PROYECCION

Las neuronas de proyeccion o neuronas espinosas medianas (NEMs)
constituyen el mayor porcentaje de células dentro del NE (77 % en los primates y
95 % en las ratas) (Graveland y DiFiglia, 1985). Se caracterizan por: 1) ser de
naturaleza GABAérgica (Fisher et al., 1986; Penny et al., 1986; Smith et al., 1987;
Kita y Kitai, 1988), 2) presentar un diametro somatico de 10-20 um, el cual da
origen a 3-5 dendritas primarias, que se ramifican hasta llegar a 25-30 dendritas
terminales (Kemp y Powell, 1971; DiFiglia et al., 1976; Wilson y Groves, 1980;
Chang et al., 1982), 3) sus dendritas presentan una alta densidad de espinas
(mismas que contribuyen a la mayor parte de la superficie total de la célula;
Wilson, 1990), 4) el arbol dendritico de una NEM abarca un volumen esférico de
300 a 500 um (Wilson, 1990), 5) el axén principal de las NEMs se distribuye
ampliamente dentro del NE dejando abundantes colaterales axonicas antes de
salir hacia otros nucleos de los GB (ver Figura 3) (Kemp y Powell, 1971; DiFiglia et

al., 1976; Kitai et al., 1976; Preston et al., 1980; Park et al., 1980; Wilson y Groves,



1980; Somogyi et al., 1981; Chang et al., 1981, Chang et al.,1982; Bishop et al.,
1982; Groves, 1983; Aronin et al., 1986; Bolam y lzzo, 1988; Kawaguchi et al.,
1989, Kawaguchi et al., 1990;), 6) pueden contener sustancia P, encefalina o
dinorfinas (Vincent et al., 1982; Bolam et al., 1983b; Haber y Nauta, 1983; 1zzo et
al., 1987; Alheid y Heimer, 1988) y la expresion de estos neuropeptidos esta
relacionada con los nucleos a los que proyectan. La poblacion de NEMs de la via
directa contiene sustancia P y dinorfinas ademas de expresar preferentemente el
receptor a dopamina de la clase D¢ (Gerfen y Young, 1988; Gerfen et al., 1990).
Mientras que las neuronas de la via indirecta contienen encefalinas vy
preferentemente expresan el receptor a dopamina de la clase D, (Gerfen y Young,
1988; Gerfen et al., 1990). Sin embargo, existen reportes de co-localizacion tanto
de los neuropéptidos mencionados (Penny et al., 1986; Besson et al., 1990; Wang
et al., 2006) como de los receptores a dopamina (e.g. Gerfen et al., 1990; Meador-
Woodruff et al., 1991; Ariano et al., 1992; Lester et al., 1993; Surmeier et al., 1992,

1993, 1996; Aizman et al., 2000; Lee et al., 2006; Deng et al., 2006).

La mayoria de las entradas excitadoras a las NEMs proviene de todas las
areas de la corteza cerebral, la linea media y los nucleos intralaminares del talamo
(Buchwald et al., 1973; Kitai et al., 1976; Spencer, 1976; Kocsis et al., 1977;
Wilson, 1986; Kawaguchi et al., 1989; Tepper y Plenz, 2004). Estas sinapsis
utilizan el aminoacido glutamato como neurotransmisor (Divac et al., 1977;
McGeer et al., 1977; Reubi y Cuenod, 1979; Godukhin et al., 1980; Hassler et al.,
1982; Bennet y Wilson, 2000). En la cabeza de las espinas dendriticas se reciben

la mayoria de los contactos sinapticos excitadores corticoestriatales (~90%)



(Bennet y Wilson, 2000). Las NEMs también reciben entradas sinapticas de la
interneurona colinérgica, y entradas inhibidoras de las interneuronas locales
GABAérgicas (tanto las inmunopositivas a parvalbumina como a somatostatina o
calretinina; ver mas adelante). Pero la mayoria de sus entradas inhibidoras
provienen de otras NEMs pues estas neuronas de proyeccion se inervan entre
ellas antes de que su axon deje el NS. Las NEMs son el blanco principal de las
aferentes dopaminérgicas provenientes del cerebro medio (sustancia nigra pars
compacta) (Tepper y Plenz, 2004), ademas de recibir una considerable entrada

serotoninérgica proveniente del nucleo del rafe dorsal (Wilson, 2004).

Estudios conductuales realizados en monos y ratas han demostrado que las
neuronas neoestriatales (presumiblemente NEMs), aumentan de manera fasica su
patron de disparo durante la realizacion de movimientos voluntarios, asi como
durante la presentacion de pistas sensoriales que indican al animal el momento de
realizar una conducta (revisado en Wilson, 1993; Kiyatkin y Rebec, 1996; Cepeda
y Levine, 1998; Nicola et al., 2000). En animales anestesiados, cuando las NEMs
presentan potenciales de accion lo hacen en un patron caracteristico de actividad
espontanea (Fig 3D; Stern et al., 1998), contrario al patron irregular de disparo que
presentan en animales no anestesiados (Fig 3C; Mahon et al., 2006). Registros
intracelulares de NEMs realizados en ratas inmovilizadas y anestesiadas
localmente (Wilson y Groves, 1981) o con uretano (Wilson, 1993) muestran que el
potencial de membrana de las NEMs fluctua entre dos niveles, uno relativamente
hiperpolarizado alrededor de -80 mV al que se le denomina “down state” y otro

relativamente despolarizado de alrededor de -50 mV cercano al potencial umbral



de disparo de estas células (~ -40 mV) llamado “up state” (Figura 3D). Las
transiciones entre los dos estados parecen ser consecuencia de la sincronizacion
de las entradas corticales y/o taldmicas que interactian con propiedades
intrinsecas de las NEMs (Gerfen y Wilson, 1996; Stern et al., 1998; Vergara, 2003;
Plenz, 2003; Mahon et al., 2006). Sin embargo, en un trabajo reciente en animales
no anestesiados (Mahon et al., 2006) se muestra que la transicion del estado
hiperpolarizado al depolarizado sdélo se hace evidente cuando el animal pasa del
estado de vigilia al de suefio de ondas lentas “slow wave sleep”, mostrando una
ausencia de transiciones cuando el animal esta despierto. No obstante, se pueden
observar rafagas de potenciales de accion en registros in vivo cuando el animal

realiza un movimiento (Fig. 3).
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Figura 3. Morfologia y fisiologia de la neurona espinosa mediana de proyeccion (NEM) A. Reconstruccion de una NEM de
rata adulta marcada con biocitina in vivo. En rojo aparece el axén y en negro la arborizacién dendritica. Note la ramificacion del
axén antes de salir del NE. B. Micrografia de una sinapsis simétrica entre dos NEMs marcadas intracelularmente con peroxidaxa
de rabano. Abreviaciones: Sp-axdn, terminales axdnicas de una NEM marcada intracelularmente; Sp-dend, dendrita de una
segunda NEM también marcada. C. Registro intracelular de una NEM in vivo sin anestesia (izquierda), a la derecha se muestra la
distribucion del potencial de membrana. D. Un par de NEMs registradas in vivo en animal anestesiado. Note la sincronizacién en
la oscilacion del potencial de membrana. A y B son tomadas de Tepper et al., 2004, C de Mahon et al., 2006 y D de Stern et al.,
1998.



1.7 LAS INTERNEURONAS DEL NEOESTRIADO

Las interneuronas neoestriatales conforman entre el 5% y el 23 % del total
de células neoestriatales en ratas y en primates, respectivamente. Son neuronas
con pocas espinas dendriticas en comparacion con las NEMs (Bennet y Wilson,
2000). Se han clasificado cuatro tipos principales. El primero es de naturaleza
colinérgica (Armstrong et al., 1983; Levey et al., 1983; Bolam et al., 1984; Phelps
et al., 1985; Graybiel et al., 1986; DiFiglia, 1987). Los otros tres son de naturaleza
GABAérgica (Ribak et al., 1979; Bolam et al., 1983, Bolam et al.,1985; Oertel y
Mugnaini, 1984; Kita y Kitai, 1988). Los tres tipos de interneuronas GABAérgicas
son: (i) las interneuronas que contienen parvalbumina (Gerfen et al., 1985; Cowan
et al., 1990; Kita et al., 1990; Kawaguchi et al., 1995), (ii) las interneuronas que
contienen somatostatina y neuropéptido Y, asi como la enzima NADPH-diaforasa
y la oxido nitrico sintasa (Vincent et al., 1983; Chesselet y Graybiel 1986; Sandell
et al., 1986; Smith y Parent 1986; Mizukawa et al., 1988; Kawaguchi et al., 1995) y
las (iii) interneuronas que contienen calretinina (Kawaguchi et al., 1995; Tepper y
Bolam, 2004).

1.7.1. La interneurona gigante colinérgica

Existen dos poblaciones de interneuronas gigantes identificadas en el NE.
Una de las cuales corresponde a neuronas inmunopositivas para acetil-colin
transferasa. La otra es una variedad de las interneurona GABAérgica
inmunopositiva a parvalbumina (ver interneuronas GABAérgicas) (Tepper y Plenz,
2004). La interneurona gigante colinérgica es la mas abundante del NE.
Constituyen del 0.3 al 2% de las neuronas del NE en la rata (Kawaguchi et al.,

1995; Rymar et al., 2004). Su soma mide entre 20 y 50 um de diametro. Estas



interneuronas constituyen la unica fuente de acetilcolina en el NE (McGeer y
McGeer, 1993), unico nucleo del telencéfalo que no recibe aferencias colinérgicas

del septum, nucleos basales o tallo cerebral. EI NE posee “su propia” ACh.

Estas neuronas emiten de 2-4 dendritas primarias que dan origen a
dendritas de orden superior que se expanden varios milimetros. El axén de la
interneurona colinérgica se origina en las dendritas proximales y se ramifica
repetidamente formando una densa arborizacién que puede abarcar un area o
volumen mucho mayor que el ocupado por las dendritas (Bennet y Wilson, 2000)

(Figura 4).

La interneurona colinérgica realiza contactos sinapticos sobre las NEMs
ademas de inervar a las interneuronas GABAérgicas inmunopositivas a
parvalbumina (Koods y Tepper, 2002). Las entradas excitadoras a la interneurona
colinérgica se originan predominantemente del talamo (Bolam y Bennett, 1995).
Tambien recibe entradas GABAérgicas. Estas son moduladas presinapticamente
por receptores a dopamina de la clase D, (Momiyama, 2003). Recibe entradas

dopaminérgicas de la SNc (Bennet y Wilson, 2000).

Esta interneurona exhibe un potencial de accién lento (en comparacion con
el resto de las neuronas neoestriatales) y un prominente postpotencial
hiperpolarizante debido a la presencia de conductancias de potasio activadas por
calcio y por voltaje (Wilson, 2004). También exhibe una prominente conductancia
activada por hiperpolarizacion (l) asi como una conductancia persistente de Na
(Inap). La interaccidn de estas conductancias las hace disparar espontdneamente

en ausencia de cualquier entrada sinaptica, aunque a veces lo hacen en forma de



rafagas ritmicas (Bennet y Wilson, 1999). Comparada con la NEM, la interneurona
colinérgica presenta un potencial de membrana en reposo mas despolarizado (-60

a-55 mV).

1.7.2 Las interneuronas GABAérgicas

i) Las interneuronas que contienen parvalbumina.

A partir del estudio estereoldgico de estas interneuronas en rata, se calcula
que poco menos del 1 % de la poblacién neuronal del NE corresponde a neuronas
inmunopositivas a parvalbumina (Rymar et al., 2004). Existe un gradiente medio-
lateral en la distribucion de axones y terminales positivos a parvalbumina,
sugiriendo que estas células pueden estar mas relacionadas con funciones en el
NE lateral que en el medial (Bolam y Bennett, 1995). Existe heterogeneidad entre
las interneuronas inmunopositivas a parvalbumina. Se han reportado
interneuronas inmunopositivas a parvalbumina con somas de entre 12 hasta 100
um de diametro, siendo un grupo el que oscila entre 50 y 100 ym de diametro.
Presentan dendritas poco ramificadas, generalmente lisas y sin espinas, que en
algunos casos presentan varicosidades (Tepper y Plenz, 2004). Las interneuronas
inmunopositivas a parvalbumina mas grandes (soma>50 um) exhiben una
arborizacion dendritica el doble del volumen que el de las interneuronas
inmunopositivas a parvalbumina mas pequefias (soma<50 um) (Kawaguchi, 1993;
Kawaguchi et al., 1995; Kods y Tepper, 1999) ; Corresponderan a las canastas
grandes y pequeinas de la corteza y del hipocampo? Muchas neuronas del tipo
canasta son inmunopositivas a parvalbumina en estos nucleos, y también se

dividen en grandes y pequefias (Kawaguchi y Kubota 1997; 1998; Gupta et al.,



2000; Toledo-Rodriguez et al., 2004). En el NE la arborizacion axonal de estas
interneuronas es sumamente densa y en la mayoria de los casos alcanza un
volumen mucho mayor que el de su arborizacién dendritica (ver Figura 4) (Kods y
Tepper, 1999).

Las interneuronas inmunopositivas a parvalbumina hacen contactos
sinapticos sobre los somas y las dendritas proximales de las NEMs (Kubota y
Kawaguchi, 2000). Sus axones conforman “canastas” peri-celulares alrededor de
las NEMs lo que favorece la vision de que equivalen a las canastas corticales e
hipocampales (Koods y Tepper, 1999; Kubota y Kawaguchi, 2000). Reciben una
inervacion excitadora de la neocorteza asi como entradas GABAérgicas de NEMs.
También son inervadas por una subpoblacion de neuronas GABAérgicas
provenientes del globo palido (via palido—estriatal) (Bolam y Bennett, 1995;
Bevan et al., 1998; Kita y Kita, 2001). Por ultimo, reciben sinapsis de la
interneurona colinérgica (Bolam y Bennett, 1995; Kawaguchi et al., 1995; Kods y

Tepper, 1999).

La interneurona inmunopositiva a parvalbumina presenta un fenotipo
electrofisioldgico compartido por interneuronas inmunopositivas a parvalbumina de
otras regiones del cerebro incluyendo las canastas de la neocorteza y el
hipocampo (“basket cells”). Debido a este fenotipo se les llama “fast spiking” (FS)
o de “disparo rapido”. Consiste en presentar una alta frecuencia de disparo (hasta
300 Hz). Las interneuronas FS presentan potenciales de accion estrechos, una
relacion corriente-voltaje (curva I-V) relativamente lineal (en comparacién con las

NEMs), y pueden disparar en rafagas de potenciales de accién con poca o



ninguna adaptacion (Koés y Tepper, 1999; Tepper y Plenz, 2004). Esta neurona
puede presentar disparo espontaneo registrada in vivo (Kita, 1993). Sin embargo,
el disparo espontaneo en rafagas es observado rara vez, aun en cultivos organo-
tipicos de corteza-neoestriado-sustancia nigra donde las interneuronas FS estan
activas espontaneamente y las NEMs presentan oscilaciones de voltaje (Plenz y
Kitai, 1998). Sin embargo, es posible inducir disparo en rafagas bajo ciertas
condiciones (ver apéndice A). Las interneuronas FS presentan un potencial de
membrana en reposo hiperpolarizado y alejado del umbral de disparo (~ -80 mV).
Otra caracteristica de estas interneuronas es que estan acopladas eléctricamente
por medio de uniones comunicantes (Kita et al., 1990; Koods y Tepper, 1999) lo que
permite un control global sobre las neuronas del NE (Nisenbaum y Berger, 1992;

Berke et al., 2004; Mallet et al., 2005).

i) Las interneuronas que contienen somatostatina, neuropeptido Y y
NADPH-d

Una segunda poblacion de interneuronas GABAérgicas neoestriatales
comprende neuronas sin espinas que expresan somatostatina, 6xido nitrico
sintasa, neuropeptido Y, NADPH-diaforasa y GABA. Estas neuronas constituyen
poco menos del 1 % del total de la poblacion neuronal del NE (Rymar et al., 2004).
Sus dendritas son menos ramificadas que las interneuronas inmunopositivas a
parvalbumina ademas de ser mas lisas. La arborizacion axonal de la interneurona
inmunopositiva a somatostatina generalmente se extiende un poco mas alla de su

arborizacion dendritica.



Estas neuronas reciben entradas monosinapticas excitadoras de la
neocorteza y del talamo, al igual que las interneuronas inmunopositivas a
parvalbumina, también reciben entradas GABAérgicas del globo palido (Bolam y
Bennett, 1995). También recibe sinapsis asimétricas inmunopositivas a tirosina
hidroxilasa o acetil-colin transferasa (Bolam y Bennett, 1995; Kawaguchi et al.,

1995).

Las interneuronas inmunopositivas a somatostatina presentan un potencial
de membrana en reposo relativamente despolarizado (~ -56 mV), y una resistencia
de entrada significativamente mas alta que la de las NEMs y las interneuronas
inmunopositivas a parvalbumina (Fig. 4). La caracteristica electrofisiologica
principal de estas neuronas es la presencia de espigas de calcio de bajo umbral (o
LTS que proviene de “low threshold spikes”) y una despolarizacién persistente
sensible a cobalto que puede ser evidente ante el cese de pulsos
hiperpolarizantes (“off-rebound excitation”). Por lo que algunos autores las refieren
como interneuronas LTS o persistentes-LTS (Kawaguchi, 1993; Koods y Tepper,

1999).

lii) Las interneuronas que contienen calretenina.

Constituyen la tercera clase asi como la menos caracterizada. No tienen
espinas y contienen una proteina amortiguadora de calcio llamada calretinina.
Posee pocas ramificaciones dendriticas y son relativamente escasas en la parte
caudal del NE (Bennet y Bolam, 1993). Su poblacién abarca el 0.5 % de la

poblacion total del NE (Rymar et al.,, 2004). No hay reportes de registros



electrofisiolégicos de una interneurona inmunopositiva a calretenina por lo tanto su

fenotipo electrofisioldgico permanece desconocido (Tepper y Bolam, 2004).
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Figura 4. Neuronas del neoestriado. Izquierda: reconstruccion de cada tipo de neurona. En color més oscuro se
muestra el arbol dendritico, el color mas tenue corresponde al axon. Derecha: respuestas caracteristicas ante pulsos de
corriente (no mostrados) en cada tipo neuronal. La figura de la izquierda fue tomada de Wilson 2004. Los registros de la
derecha fueron obtenidos por el autor de la presente Tesis, ALy A2: Interneurona gigante colinérgica, B1 y B2: Neurona
espinosa mediana de proyeccidn, C1 y C2: Interneurona GABAérgia tipo “Low threshold spike”, D1 y D2: Interneurona
GABAérgica tipo “Fast spiking”.

1.8 MICROCIRCUITO GABAERGICO EN EL NEOESTRIADO

El origen de la inhibicion GABAérgica sobre las NEMs esta principalmente
determinado por las siguientes sinapsis: (i) la sinapsis que interconecta, entre si, a
las neuronas de proyeccion del NE (que algunos autores han denominado

inhibicion de tipo “feedback”), la podemos simbolizar como NEM—>NEM, vy (ii) la



variedad de sinapsis que hacen las interneuronas sobre las NEMs (como por
ejemplo, a la que forma la neurona FS la podemos denominar: FS—>NEM; que

algunos autores llaman inhibicion de tipo “feedforward”) (Figura 5).
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O(g)o Neuronas espinosas medianas (NEMs) == Neurona de salida de los ganglios basales (célula SNr/GPi)
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Figura 5. Los tipos de inhibicion “feedforward” y “feedback” contribuyen diferencialmente al procesamiento de las
entradas corticales dentro del neoestriado. (a) En la inhibicion “feedforward”, una entrada cortical (C) inhibe a las NEMs A’y
B’ a través de excitar a la interneurona fast spiking (FS). Este tipo de inhibicion estd determinado sdlo por el circuito
“feedforward” y es independiente de la salida neoestriatal. Ain pequefias entradas corticales activan la interneurona FS, que
origina una potente rafaga de potenciales de accion (Plenz y Kitai, 1998; Koo6s y Tepper, 1999), lo cual produce una inhibicion
fuerte en las NEMs. (b) La inhibicién “feedback” ocurre cuando la entrada cortical A despolariza a la NEM A’ por arriba del
umbral. Esta condicion es considerada “feedback” porque la salida de A’ deja una entrada en una NEM vecina (B’) antes de
salir del nlcleo. La inhibicién “feedback” esta bajo control de la sinapsis cortico-estriatal (la cual puede presentar fenémenos de
plasticidad), en consecuencia, la entrada cortical regula la selectividad del procesamiento neoestriatal (Wickens, 1990). El
inserto circular describe a una sinapsis cortical que hace contacto con la cabeza de la espina dendritica, mientras que la
sinapsis inhibidora contacta en el tronco de la dendrita. (c) La inhibicién “feedback” en el neoestriado es espacialmente mas
selectiva que la inhibicion “feedforward”. A través de su gran ramificacion axonal, la interneurona FS inerva grandes areas del
neoestriado (area color turquesa) (Kods y Tepper, 1999). En contraste, la mayoria de los axones colaterales de las NEMs se
restringen al arbol dendritico de sus NEMs vecinas (Preston, et al., 1980; Wilson y Groves, 1980). Esto esta evidenciado por la
relativa baja probabilidad de conexion entre NEMs (Tunstall et al., 2002; Czubayko y Plenz, 2002; Kods et al., 2004). Estas
diferencias anatémicas sugieren que mientras la inhibicion tipo “feedforward” es uniforme y global (color turquesa) (Plenz y
Kitai, 1998), la inhibicién “feedback” de una NEMs (NEM azul) es mucho mas local y especifica sobre otras NEMs (NEMs
naranja). Las lineas continuas indican actividad, la linea punteada muestra un decremento en la actividad. En (c) la NEM azul
indica que esta activa, el color naranja una NEM despolarizada y las blancas son NEM sin actividad. Figura tomada de Plenz,
2003.



1.8.1 INHIBICION FEEDBACK

La inhibicidon que una NEM recibe de otras NEMs es denominada inhibicion
tipo “feedback” (Plenz, 2003). En esta inhibicién (e.g. Groves, 1983; Wickens et
al., 1991; Plenz 2003; Griliner et al., 2005) el NE puede verse como una red de
inhibicion lateral tipo “feedback” (mediada por la transmisién GABAérgica entre las
NEMs). Las entradas corticales son seleccionadas a nivel del NE, la NEM que es
excitada mas fuertemente por la Cx, inhibe a las vecinas que ya no podrian
disparar. Por lo tanto, la NEM mas excitada “gana” la salida (Figura 5b), lo cual
puede modelarse con un algoritmo computacional denominado “el ganador toma
todo” (“winner takes all’) (Wickens et al., 1991) (Figura 5C). Los primeros intentos
por mostrar la existencia de esta inhibicion entre NEMs fueron un fracaso (e.g.,
Jaeger et al., 1994; Stern et al., 1998), lo que llevd a proponer que esta era
insignificante o no existia (Jaeger et al., 1994). Sin embargo, la existencia de esta
inhibicion ha sido demostrada contundentemente mediante el registro de pares de
neuronas (Tunstall et al.,, 2002; Czubayko y Plenz, 2002; Koods et al., 2004;
Taverna et al., 2004; Venance et al., 2004; Tecuapetla et al., 2005a; Gustafson et
al., 2006). El problema es que la proporcion de NEMs interconectadas es muy bajo
(14-15 %, que se reduce a 0% cuando las neuronas registradas estan alejadas
mas de 100 um). Claro que se calcula que en el volumen que abarca el arbol
dendritico de una NEM, caben cuando menos ~2850 NEMs (Orschoot, 1996), lo
cual indica que cuando menos 407 de ellas conectan con una NEM (central)

postsinaptica.



1.8.2 INHIBICION FEEDFORWARD

Recientemente se ha sugerido que las interneuronas FS pueden recibir
entradas de areas corticales distintas comparadas con las que las que reciben la

NEMs que ellas inervan. Lo cual abre la posibilidad que la inhibicion FS—>NEM

tenga funciones diferentes a las adscritas a la inhibicion NEM—>NEM (“feedback”)

(Berke et al., 2003).

Si bien los axones colaterales que las NEMs dejan dentro del NE antes de
enviar sus axones hacia los otros nucleos de los GB son numerosos (las NEMs
constituyen = 95 % de la poblacion neuronal del NE), e histéricamente han sido
reconocidos como el centro de la inhibicion neoestriatal (e.g. “winer take all”; ver
Plenz, 2003), individualmente, las interneuronas proporcionan una inhibicién mas
potente sobre las NEMs (ver “feedback” vs “feedforward” mas adelante). Kods y
Tepper han mostrado (1999) que la conexién que una sola interneurona (FS o
LTS) deja sobre una NEM, es lo suficientemente fuerte para retardar o inhibir el

disparo de potenciales de accion de una NEM.

1.8.3 INHIBICION FEEDFORWARD vs. INHIBICION FEEDBACK

La fuerza de la inhibicion NEM—-NEM, cuando se considera “el peso” de
una sola NEM presinaptica, es mucho menor que si consideramos el numero de
NEMs presinapticas que potencialmente pueden hacer contactos sinapticos sobre
la misma NEM postsinaptica (Tepper et al., 2004).

Una medicion importante de la eficacia sinaptica es la amplitud que los
potenciales postsinapticos inhibidores (IPSPs) puede alcanzar en el soma. Los

IPSPs entre dos NEMSs, registrados a un potencial de membrana de -50 mV,



presentan amplitudes promedio de 150 uV (rango 93-197 uV) (Czubayko y Plenz,
2002; Taverna et al., 2004; Venance et al., 2004; para resumen ver Tepper et al.,
2004). Las simulaciones con modelos compartamentales de NEMs estiman una
atenuacion electrotonica de las corrientes postsinapticas inhibidoras (IPSCs) de
tres veces; cuando llegan al soma. Resultando en una reduccion de la amplitud de
la respuesta del valor observado in vitro de 500 a 150 pV (Koos et al., 2004). Por
lo anterior, se piensa que la amplitud de la IPSC unitaria, registrada en el soma de
una NEM cerca del umbral de disparo, es muy pequefio (Kods et al., 2004; Tepper

et al., 2004).

La manera en la cual la inhibicién entre NEMs contribuye a la regulacién de
la actividad de la red en el NE, depende del grado en que una sola NEM
presinaptica es capaz de influenciar el disparo de potenciales de accion de otra
NEM postsinaptica. Esto puede ser comparado con la influencia que una sola
interneurona FS (inhibicién tipo “feedforward”) tiene sobre el disparo de una NEM
postsinaptica (Koos y Tepper, 1999). Un IPSP que se origina en una sola NEM
induce menos de un milisegundo de retraso en la generacién de un potencial de
accién en una NEM postsinaptica (Tepper et al., 2004). En consecuencia, esta en
discusidén que una sola NEM tenga una influencia significativa sobre la tasa de
disparo de otras NEMs (Koés et al., 2004; Tepper et al., 2004). Sin embargo, la
amplitud pequena de las IPSC unitarias entre NEMs podria ser compensado por
un alto grado de convergencia en la red: muchas NEMs presinapticas para cada
NEM postsinaptica. Pero si esto es asi, se espera que la inhibcion NEM—>NEM

tenga predominancia en situaciones de hipersincronia.



Por otro lado, la divergencia (numero de neuronas postsinapticas que
reciben sinapsis de una sola NEM) y la convergencia (numero de neuronas
presinapticas que conectan con una sola NEM) pueden ser calculadas a partir de
estudios donde se han registrado pares de NEMs. Esto provee un estimado de la
probabilidad de la conexién entre pares de NEMs. La probabilidad promedio de la
conexion entre NEMs es de 14-15 % (Tunstall et al., 2002; Kods et al., 2004;
Taverna et al., 2004; Koés et al., 2004; Tecuapetla et al., 2005a). Estos resultados
indican que dentro del volumen abarcado por las colaterales axdnicas de una NEM
presinaptica, cerca de 1/7 neuronas son inervadas (Tepper et al., 2004). Basados
en estos resultados, aproximadamente 407-518 NEMs presinapticas inervan a una
sola NEM postsinaptica (Tepper et al., 2004; Guzman et al., 2003). Este valor es
de 16 a 125 veces mas alto que el numero de interneuronas FS que contactan a
una sola NEM (Koés y Tepper, 1999). Considerando que la conductancia al pico
de las respuestas postsinapticas unitarias, o entre pares de NEMs, es 0.6-0.75 nS
(Taverna et al., 2004; Kodés et al., 2004; Venance et al., 2004), las
aproximadamente 400 entradas de otras NEMs darian una conductancia maxima
de 3-25 veces la conductancia sinaptica neta activada por las 4-24 interneuronas
presinapticas a una NEM (Koés et al., 1999, 2004). Pero esto implicaria que las
400 NEMs presinapticas se activaran al unisono (hipersincronia). ¢Habrian
estados funcionales en la red que permitan esto? Probablemente no (Wilson,
2004, Tepper et al., 2004). Sin embargo, la actividad simultanea de al menos el 5
% de las NEMs presinapticas, tendria un efecto significativo sobre la frecuencia de
disparo de una NEM postsinaptica. Por lo tanto, a pesar de la pequefa

contribucion de la conexidon unitaria NEM—>NEM, el efecto de la inhibicion



convergente sobre la tasa de disparo de una NEM podria ser muy importante,

cuando menos similar al de la inhibicién provista por las interneuronas (inhibicidon

“feedforward”). Pero el balance entre ambos tipos de inhibicibn podria ser

dindamico, dependiendo del grado de sincronia, lo cual podria depender de la

accioén neuromoduladora de algunos transmisores.

1.9 LA DOPAMINA'Y SUS RECEPTORES EN EL NEOESTRIADO

La dopamina (DA) es un
neurotransmisor modulador del cerebro de
los vertebrados. Experimentos conductuales
sugieren que regula una gran variedad de
movimientos

funciones, incluyendo los

motores voluntarios, la locomocién, el
reforzamiento conductual, la sensacion de
recompensa después de la ejecucion de una
la memoria, la

tarea, el aprendizaje,

cognicion, las respuestas emotivas, la
reaccion y la adaptacion ante los cambios o
ante estimulos imprevistos y otros.
Asimismo, su funcién explica las adicciones y
el abuso a las drogas (Baik et al., 1995;
Greengard et al., 1999; Lubow, 2005;
Missale et al., 1998; Salamone et al., 2005;

Tobler et al., 2005). Por lo anterior, se piensa

Extracellular

Figura 6. Estructura de un receptor
dopaminérgico. Los receptores de la familia D2 se
caracterizan por poseer un segmento COOH-terminal
mas corto y una tercera asa intracelular mas larga. Los
aminoacidos aspartato  (Asp) en el segmento
transmembranal 3, las dos serinas (Ser) en el
segmento 5, y una fenilalanina (Phe) en el segmento
6, estan implicados en la interaccién de la dopamina
con el receptor. Los sitios de fosforilacion se indican
en el segmento COOH-terminal e I3, mientras que en
el segmento NH-terminal se localizan residuos
suceptibles de ser glicosilados. Dos residuos de
cisteina en las asas extracelulares E1 y E2 establecen
un enlace disulfuro manteniendo la estructura terciaria
del receptor. La clase D1 contiene a los tipos D1 y Ds.
La clase D2 contiene a los tipos Dz, Ds, y Ds. Tomada
de Missale et al. (1998).



que el conocimiento de los mecanismos de acciéon de la dopamina llevara a un

mejor entendimiento de todos estos procesos.

La dopamina ejerce su accion al unirse a receptores de membrana
especificos (Gingrich y Caron, 1993). Estos receptores pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, con siete segmentos
transmembranales (ver Figura 6) (Missale et al., 1998; Vallone et al., 2000;

Sealfon y Olanow, 2000).

Kebabian y Calne en 1979 fueron los primeros en establecer que los
multiples efectos que la dopamina ejerce se deben a su interaccidén con distintos
receptores. En su clasificacion de los receptores dopaminérgicos describieron dos
familias de receptores. Una familia estaria acoplada positivamente a la adenilato
ciclasa y se denomina D1. La otra, estaria acoplada negativamente a la adenilato

ciclasa y se denomina D..

Posteriormente, con la introduccidon de procedimientos de clonacion, fueron
caracterizados mas miembros de las dos familias o clases: Los tipos D3 (Sokoloff
et al. 1990), D4 (Van Tol et al. 1991) y Ds (Sunahara et al. 1991; Tiberi et al. 1991).
Asi, la clase D4 esta constituida por los receptores tipo D1 y tipo Ds, ambos
acoplados positivamente a la adenilato-ciclasa. A su vez, la familia o clase D, esta
constituida por los receptores tipos Dy, D3 y D4 (Civelli et al., 1993; Missale et al.,
1998; Vallone et al., 2000). Aunque la vision original destacaba su acoplamiento
negativo a la adenilato-ciclasa, descubrimientos posteriores han demostrado que

ésta es la via menos importante para explicar las acciones de los receptores D,



(Beaulieu et al., 2005; Gerfen et al., 2002; Hernandez-Lopez et al., 1997; 2000;

Nishi et al., 1997).

Mediante el uso de la transcripcion reversa seguida por la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) en células disociadas (Surmeier et al., 1993b;
1996; Nicola et al., 2000), se demostré6 que el 46% de las NEM con niveles
detectables de sustancia P pero no de encefalina (NEMs de la via directa)
expresaban abundante ARNm del receptor tipo Di. Pero una subpoblacion
considerable de estas NEMs de la via directa también co-expresaron ARNm para
los receptores Dz (19%), D3 (38%), y/o D4 (25%). Por otra parte, 25% de las NEMs
con ARNmM para encefalina pero no para sustancia P (de la via indirecta)
expresaban niveles abundantes de ARNm para los receptores D, (isoformas corta
y larga). Pero de nuevo, una subpoblacion de este grupo (25%) también
coexpresaba ARNmM para las isoformas D4 y Ds. Finalmente, 29% de NEMs
contaba con niveles detectables de ARNm para ambos receptores: tipos D1y Ds.
Asi, los cinco tipos de receptor dopaminérgico han sido detectados en las NEMs.
La co-localizacion de receptores de las clases D4 y D, también se ha demostrado
con microscopia confocal de alta resolucion (Aizman et al., 2000; David y Harrison,
2002) llegandose a decir que hay hasta un 80% de co-localizacion (Wang et al.,

2006).

Sin embargo, la hipotesis de la segregacion de las dos clases de receptor
(D1 y D2) en las vias directa e indirecta, respectivamente, sigue teniendo un
soporte muy fuerte de los estudios de hibridizacion in situ (Le Moine et al., 1991;

Le Moine y Bloch, 1995; Gerfen, 1990; Bergson et al., 1995; Wang et al., 2006), o



de expresion génica. Por ejemplo, utilizando ratones transgénicos con la proteina
verde fluorescente acoplada al promotor especifico para cada uno de estos
receptores (Gong et al., 2003; Day et al., 2006; Lee et al., 2006; Gerfen, 2006).
Las imagenes que dejan estos experimentos, hacen pensar en una segregaciéon

de receptores en las dos vias (ver Figura 7).

Figure 7. La marca de EGFP acoplada a la
expresion de receptores a dopamina apoya Striatum D2-BAC transgenic
la segregacion de las vias: directa e indirecta
de los ganglios basales (Gerfen, 1990). Ambos
paneles muestran una seccién sagital del GP

cerebro de ratones transgenicos BAC en los g s
cuales las neuronas que expresan el receptor a
dopamina D2 (panel de arriba; D2-BAC) o D1
(panel de abajo; D1-BAC) estdn marcadas con
EGFP. La EGFP marca los somas de las
neuronas dentro del neoestriado (Striatum)
ademds de marcar sus proyecciones axonales.
El raton D2-BAC muestran la marca de EGFP en

Indirect pathway

las neuronas de la via indirecta [con sus Striatum D1-BAC transgenic
terminales axdnicas proyectando a el globo Direct pathway
palido (GP)], mientras que las neuronas del GP

raton D1-BAC muestra a las neuronas de la via -
directa [sus terminales proyectan a el globo
palido medio (GPm) y a la sustancia nigra parts
reticular (SNr)l. EGFP: “Enhanced Green
Fluorescent Protein”. Figura tomada de Gerfen,
2006.

En resumen, hay una contradiccion en la literatura de los GB. La
mayoria de los estudios que cuantifican la proteina del receptor en membrana
(farmacologia e inmunohistoquimica) (Surmeier y Kitai, 1993; Hernandez-Lopez et
al., 1997; Levine et al., 1996; Nicola et al., 1996; Cepeda et al., 1998; Fienberg et
al., 1998; Flores-Hernandez et al., 2000; Pérez-Garci et al. 2002; Surmeier et al.

1996; Nicola et al., 2000) estan en contra de la segregacion. Mientras que la



mayoria de los estudios que cuantifican la expresién génica (hibridizacion in situ y
expresion utilizando genes reporteros) (Le Moine et al. 1991; Le Moine y Bloch,
1995; Gerfen, 1990; Bergson et al. 1995; Wang et al., 2006), favorecen una
segregacion estricta en dos poblaciones de NEMs: las de la via directa con
receptores de la clase D1 casi de manera exclusiva, y las de la via indirecta, con
receptores D2, también casi de manera exclusiva. La razén de este desacuerdo,
que depende del tipo de técnica utilizada, no ha sido resuelta (Graybiel, 2005;
Wang et al., 2006).

Una hipétesis para tratar de conciliar los hallazgos obtenidos con
diferentes métodos es que la mayor trascripcién hallada en una poblacion de
neuronas, respecto de un receptor, se debe a la necesidad que esas neuronas
tienen de mandar receptores a sus terminales (receptores presinapticos) (Geldwert
et al., 2006; Mizuno et al.,, 2007) y no tanto para sintetizar receptores que se
quedarian en la membrana somatodendritica. Es por eso que entre los objetivos
de la presente Tesis se haya el de observar si todas las terminales responden a un

determinado agonista, o si hay algunos casos que no conllevan respuesta.

1.9.1 FARMACOLOGIA DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS

Las propiedades farmacolégicas de los diferentes receptores
dopaminérgicos han sido extensamente estudiadas debido a que los ligandos de
estos receptores se utilizan en la terapéutica para el tratamiento de multiples
padecimientos (ver arriba en 1.9) (Seeman y Van Tol, 1994; Sokoloff y Schwartz,

1995; Missale et al., 1998; Vallone at al., 2000). Los ligandos dopaminérgicos



claramente discriminan entre las clases Dy y D,. Sin embargo, no son tan
selectivos al comparar los distintos tipos de receptor en una misma clase (ver mas
adelante). Esta situacion ha llevado a multiples contradicciones y datos
incoherentes en la literatura, como el mencionado arriba acerca de la segregacién
0 no segregacion de receptores en distintas poblaciones de NEMs. La dificultad de
esto es que los modelos fisiopatoldgicos y terapéuticos realmente difieren si se
considera que un determinado farmaco actua sobre ambas poblaciones de NEMs
0 solo sobre una de ellas.

Asi, el agonista SKF-81297 es muy selectivo para la clase Dy pero no
distingue entre los tipos D1 y Ds en un ensayo funcional. Los estudios de unién
muestran que el receptor Ds tiene una afinidad de apenas 10 veces mayor para la
dopamina que el tipo D1 (Sunahara et al., 1991; Tiberi et al., 1991).

Por otro lado, se han sintetizado agonistas y antagonistas mas o menos
selectivos para los receptores de la clase D2. Con respecto a la dopamina, sin
embargo, el receptor tipo D3 es apenas 20 veces mas afin por la dopamina que el
receptor tipo D, (Sokoloff et al. 1990). ¢ Esto quiere decir que el efecto terapéutico
de las drogas utilizadas comunmente en la clinica (e.g., L-DOPA, sulpiride,
haloperidol, etc.) esta dado por los receptores D;? Este es uno de los tantos
problemas que no se han dilucidado.

Entre las familias D¢ y D, de receptores dopaminérgicos, hay diferencias
significativas en su afinidad por diferentes ligandos de uso clinico. Por ejemplo, la
familia de receptores de la clase D, (tipos D,, D3, D4), es en general mas afin por
la dopamina que los receptores de la familia de la clase D1 (tipos D¢ y Ds). Para los

primeros, la constante de inhibicién es menor a 50 nM, pero para los segundos,



esta llega a ser de 5 uM (Missale et al., 1998). Esto ha llevado a pensar que hay
una accién tonica de la dopamina dada por activacion de los receptores de la
clase D,. Mientras que si hay una accion fasica, debida a un incremento subito en
la concentracion de DA, ésta estaria dada por la activacién de los receptores
dopaminérgicos de la clase D4 (Giros et al., 1996; Suaud-Chagny et al., 1995). En
la presente Tesis estudiamos la plasticidad de corto plazo de las sinapsis pues de
esta plasticidad depende que unas terminales respondan a cambios subitos o
fasicos (“salient”), o bien a cambios en la estimulacién tonica o de fondo
(“background”).

Entre los agonistas mas selectivos para la familia D, se encuentra el
quinelorane (farmaco utilizado en esta Tesis). Como muchos otros agonistas, esta
molécula se une tanto a receptores del tipo D, como del tipo D3, la constante de
inhibicion para el receptor tipo D, es de 341 nM, mientras que para el tipo D3 es de
3.6 nM (Foreman et al., 1989; Sokoloff et al., 1992). Tiene hasta 100 veces mayor
afinidad para el receptor tipo D3, en comparacion con el receptor tipo D,. Entre los
agonistas selectivos de la clase D1 se encuentran las benzazepinas. Uno de los
ligandos mas potentes de estas es el SKF-81297. Este farmaco posee una
constante de inhibicidon de 2.2 nM, en estudios de pegado, para el receptor D1
(Andersen y Jansen, 1990). En ensayos farmacoldgicos, muestra una ECso de 18
nM para estimular a la enzima adenilato ciclasa. En los mismos ensayos, la
constante de inhibicion para los receptores D, es de alrededor de 10 uM
(Andersen y Jansen, 1990). Notese que las diferencias en afinidad de las dos

familias de receptores, para los farmacos utilizados, da confianza para decir si una



respuesta pertenece o no a una determinada clase de receptor. En este sentido, la
dopamina misma bien podria considerarse un “agonista” selectivo de los

receptores D».



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La neurona principal o de proyeccion del neostriado: NEM, recibe dos

clases de sinapsis GABAérgicas inhibidoras:
I) las sinapsis que interconectan a las NEMs entre si (inhibicion “feedback”)

i) las sinapsis provenientes de las interneuronas locales (inhibcion

“feedforward”) (Tepper y Plenz, 2004).
Por ello surge la pregunta:

¢ Existen diferencias funcionales entre estas dos entradas?



3. OBJETIVO

Estudiar si existen diferencias funcionales entre las dos clases de entradas

inhibidoras que inervan a las NEMs.

3.1 Objetivos particulares

a) Observar si los canales de calcio involucrados en la transmision GABAérgica
de las terminales de las colaterales axonicas que interconectan a las NEMs son
los mismos que los que utilizan las terminales que las interneuronas dejan sobre
las NEMs.

b) Caracterizar la plasticidad a corto plazo en ambas clases de sinapsis.

c) Observar si los agonistas de los receptores dopaminérgicos de las clases D; y
D, actuan a nivel presinaptico modulando la plasticidad de corto plazo en las
sinapsis inhibidoras provenientes de las colaterales axonicas.

Noétese en relacion al apartado “c” que, si hay diferencias funcionales en las
respuestas a los agonistas para las diferentes clases de receptor, y si las
respuestas para cada agonista no se presentan en todos los casos, habremos
encontrado cierta evidencia para la segregacion de receptores a nivel de las

terminales sinapticas.



4. HIPOTESIS

Hipotesis 1
Las terminales de las colaterales axonicas utilizan los canales de calcio de

tipo N(Ca,2.2) y P/Q(Ca,2.1) para la liberacion de GABA. En cambio, algunas de
las terminales de las interneuronas locales no utilizan alguno de estos canales de

calcio.

Hipotesis 2

La plasticidad de corto plazo de las sinapsis inhibidoras sera la depresion
sinptica (STD), sin embargo, es de esperarse diferencias en la cinética de dicha
depresidon pues no se espera que todas las terminales sinapticas posean

exactamente la misma maquinaria de liberacion.

Hipotesis 3

La activacion de los receptores dopaminérgicos presinapticos de la clase D;
provocara un efecto modulador sobre la plasticidad sinaptica de corto plazo que
sera distinto, y acaso contrario, al provocado por la activacion de los receptores
dopaminérgicos presinapticos de la clase D,, situados en las terminales de las
colaterales axonicas que interconectan a las NEM. La sinapsis proveniente de las

interneuronas poseera una plasticidad de corto plazo no modulable.



Rationale de la hipotesis

1. Trabajos realizados en otras terminales sinapticas han demostrado que
los canales de calcio implicados en la liberacion de neurotransmisor son
preferentemente del tipo N(Ca,2.2) y P/Q(Ca,2.1) (Takahashi y Momiyama, 1993;
Iwasaki y Takahashi, 1998; lwasaki et al., 2000). Poncer y cols. (1997; 2000) han
mostrado que los canales de calcio de tipo N(Ca,2.2) estan implicados en la
liberacion de GABA de algunas interneuronas del hipocampo y los canales de
calcio de tipo P/Q(Ca,2.1) estan implicados en la liberacion de GABA de otras
interneuronas, mientras que la neurona principal utiliza ambos.

2. Una de las mayores diferencias que se han encontrado entre diversas
sinapsis, es el tipo de plasticidad a corto plazo que exhiben. Se piensa que esto se
debe a interacciones particulares entre la maquinaria de liberacién presinéptica y
la neurona postsinaptica (Thomson, 2000; Zucker y Regehr, 2002; Fuhrmann et

al., 2002; Abbott y Regehr, 2004).

3. Existen trabajos previos que sugieren que la modulaciéon dopaminérgica
de las terminales de las NEMs (Radnikow y Misgeld, 1998; Floran et al., 1990;
Cooper y Stanford, 2001; Guzman et al., 2003) y en particular su probabilidad de
liberaciébn (Guzman et al., 2003; Salgado et al., 2005), difieren de acuerdo a la
clase de receptor que poseen. Por otro lado, algunos autores han mostrado que
modular la probabilidad de liberacion en terminales provenientes de interneuronas
no afecta su plasticidad sinaptica (Hefft et al., 2002; Hjelmstad, 2004; Hefft y

Jonas, 2005).



5. METODOS
5.1 OBTENCION DE REBANADAS CEREBRALES

Para estos experimentos se utilizaron rebanadas de cerebro de rata (Wistar
albinas) de 13 a 15 dias de edad cuando se us6 estimulacién de campo y de 19 a
21 dias de edad cuando se registran pares de neuronas (conexiones unitarias).
Estas edades facilitaron las condiciones de registro en cada protocolo. Los
animales se sacrificaron por decapitacion (previa anestesia) con el fin de extraer el
cerebro, que una vez obtenido se sumergié en solucién salina fria (4 °C)
conteniendo (en mM): 125 NaCl, 3 KCI, 1 MgCl,, 25 NaHCO3 y 11 de glucosa, a
temperatura ambiente, saturada con 95 % de oxigenoy 5 % de dioxido de carbono
(300 mOsM/l, pH 7.4). Se obtuvieron rebanadas de 300 um de espesor a baja
temperatura con ayuda de un vibratomo. Una vez obtenidas las rebanadas se
mantuvieron incubadas en solucién salina a temperatura ambiente por un periodo
no menor de 60 min. Posteriormente las rebanadas se trasladaron a una camara
de registro. En estas condiciones es posible obtener registros confiables de mas
de 2 h de duracion sin un deterioro significativo en la preparacion. La velocidad de
superfusion fue constante (3-6 ml/min). Todos los farmacos que se utilizaron en el
presente trabajo fueron disueltos previamente en solucion salina y se

administraron a través del dispositivo de superfusion.

5.2 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

Los registros se llevaron a cabo en las modalidades de fijacion de voltaje

(postsinapsis) y fijacion de corriente (presinapsis) en célula completa. Sl bien



mantener un isopotencial en la célula postsinaptica se dificulta al registrarla en la
modalidad de fijacion de voltaje, esta tecnica nos permitio perfectamente identificar
si los efectos de los farmacos que utilizamos en esta tesis son pre o postsinapticos
(ver analisis mas adelante). Las rebanadas se observaron con un sistema de
video-microscopia infrarroja. Se utilizd microelectrodos de registro con una
resistencia d.c. en la punta de 3-6 megaohmios en el bafio, los cuales se llenarén
con una solucion conteniendo (en mM): 72 KH,PO4, 36 KCI, 2 MgCl,, 10 HEPES,
1.1 EGTA, 0.2 Na; ATP, 0.2 Naz GTP, 5 QX-314 (estimulacion de campo) y 1 % de
biocitina, pH 7.2, 275 mOsm/l. NGtese que con esta concentracién de cloruro las
corrientes GABAgérgicas seran entrantes.
5.3 Registros poblacionales

Utilizando un electrodo bipolar concéntrico de 12 um en la punta, con forma
de punta de lapiz, colocado sobre la superficie de la rebanada cerebral, es posible
ejercer una estimulacion de campo muy focalizada, al grado de tener conexiones
unitarias con estimulacion minima (Konnerth et al. 1990; Dobrunz y Stevens, 1997;
Hanse y Gustafsson 2001a; 2001b). Nosotros decidimos usar estimulaciones que
reclutaran varias fibras aferentes para dar solidez estadistica a los hallazgos, pero
al mismo tiempo, corroboramos las mediciones con conexiones unitarias obtenidas
con pares de neuronas (ver abajo). Los eléctrodos de estimulacion se colocaron a
una distancia de 0.5-1.0 mm de la neurona postsinaptica registrada. Cuando la
estimulacién de campo se hizo en el globo palido (Fig. 8A), la intencién fue
estimular antidrémicamente los axones de las NEMs de proyeccion que
necesariamente pasan por este nucleo cuando salen del NE. Cuando se generan

potenciales de accion antidrémicos en estos axones, estos se propagan hacia los



somas de las NEMs que los emiten, distribuyéndose por todas las ramas
colaterales del axon. Las ramas colaterales locales, ya dijimos, hacen contactos
sinapticos con otras NEMs. Una de ellas, es registrada. De esta manera tenemos
la activacion de varias sinapsis provenientes de NEMs presinapticas, haciendo
contacto con una NEM postsinaptica registrada (Fig. 8C). Como la estimulacion es
de campo y activa varias fibras, la corriente provocada la Illamaremos
“poblacional”. A la conexion la abreviaremos: GP—NEM para evitar confusiones
(Fig. 8A) (Guzman et al., 2003). Cuando el electrodo de estimulacion se coloco
intraestriatalmente a 0.5-1.0 mm de distancia estamos virtualmente seguros de
que estimulamos, mayoritariamente, aferentes provenientes de interneuronas,
haciendo sinapsis con la NEM postsinaptica registrada, pues como se sabe, la
probabilidad de hallar una conexién entre NEMs, a distancias mayores de 100 um,
es cero. En cambio, los axones de las interneuronas abarcan 1 mm o mas. A esta
conexidon la simbolizamos como: NE-NEM (Fig. 8B) (Guzman et al.,, 2003).
Choques simples, pares de choques o trenes de 10 choques de duracion 0.2-0.4
ms por choque y a una frecuencia de 0.1 Hz fueron utilizados comunmente
controldndolos desde la computadora. Se utilizO una unidad de aislamiento
(Digitimer LTD, Hertfordshire UK) entre la computadora y el electrodo de
estimulacién para ajustar los parametros durante el experimento.
5.4 Registros unitarios

La neurona presinaptica se registrd y estimulé en el modo de fijacion de
corriente con un potencial de mantenimiento de -85 mV y se estimulé con pulsos
breves de corriente despolarizante y supraumbrales para que generara

potenciales de accion (1-5 ms, 0.2-0.3 nA; o en trenes de 10 estimulos,



provocados a una frecuencia de 20 Hz cada 10 segundos). La célula postsinaptica
se registré en el modo de fijacion de voltaje a un potencial de mantenimiento de -
85 mV. Para monitorear continuamente la conductancia de entrada postsinaptica
se utilizé un pequeiio comando de voltaje hiperpolarizante (10 mV) durante todo el
experimento. Si esta conductancia cambiaba el experimento se descartaba.

Los trazos ilustrados son promedios de 4 min de registro (24 trazos),
tomando la media de la amplitud cuando ésta era estable en cada condicion. Sin
embargo, también se ilustran cursos temporales con las respuestas individuales
para apreciar la variabilidad cuantica. Todos los registros son filtrados a 1-3 KHz,
digitalizados con una interfase AT-MIO-16E10 (National Ins., Austin TX) que utiliza
la tarjeta DAQ (NI-DAQ) acoplada a una clona de PC y se almacenaron en disco
para luego analizarse. La adquisicion de datos en linea se hizo utilizando un
programa hecho en el ambiente LabView™ (National Ins.; Lemus-Aguilar et al.,

2007).
5.5 ANALISIS

Procesamiento. Los registros digitalizados de un experimento fueron analizados
con un programa de computo comercial (Origin v. 7.; Microcal, Northampton, MA).
Todos los ajustes de funciones teoricas a los datos experimentales fueron no
lineales usando el algoritmo de Marquardt implementado en el mismo programa.
Se midi6 la amplitud de las IPSCs desde la linea basal al pico. Cuando hubo suma
temporal, la corriente precedente se substrajo. El andlisis estadistico se realizé en
un programa de computo comercial (Systat v.11., SPSS, Chicago, IL; Primer of

Biostatistics v.5.0, Stanton A. Glantz).



Curvas intensidad amplitud (I-A). La corriente al pico de la IPSC es ajustada a:
A(l) = Amax/ 1+ exp [-k(I-Ih)] (1)

Donde Anax describe la amplitud maxima de las IPSC, / denota la intensidad
del estimulo normalizada en unidades umbral, /h es la intensidad del estimulo para
evocar el 50 % de la amplitud Amax (Ah= 0.5%Amax) Y k describe la pendiente de la
IPSC (proporcional al numero de terminales reclutadas como funcién del estimulo;

Konnerth et al. 1990; Allen y Stevens, 1994; Dobrunz y Stevens, 1997).

Evaluacion de los eventos presinapticos mediante el protocolo de pulsos
pareados. Para evaluar si el efecto observado es presinaptico se utilizé el
protocolo de pulsos pareados que consiste en aplicar dos pulsos de igual
intensidad separados por un intervalo de tiempo corto (50 ms). Este protocolo se
basa en la hipétesis del calcio residual que para explicar la facilitacion sinaptica
describieron Katz y Miledi (1968) (re-evaluado por Zucker y Regher, 2002 y
corroborado en tantas ocasiones y tan diversas sinapsis que se ha tomado como
protocolo estandar para evaluar la modulacion presinéptica).

La hipotesis del calcio residual considera que el influjo de calcio del primer
estimulo no es totalmente amortiguado, por lo que al momento de llegada del
segundo estimulo, existe un residual que se suma al que entra con el segundo
estimulo. Este incremento de calcio hace que la respuesta al segundo choque sea
mayor provocando la facilitacion sinptica (facilitacion por pulsos pareados o FPP).
La facilitacién sucede siempre y cuando haya suficientes terminales y vesiculas de
reserva. Si estas se han agotado, pasa lo contrario, la segunda respuesta es

menor y hablamos de depresion sinaptica por pulsos pareados (DPP) (Thomson,



2000a, 2000b; Zucker y Regher, 2002). En este ultimo caso, se piensa que el
primer choque vacia la mayor parte de los sitios de liberacion pues la mayoria de
ellos posee alta probabilidad de liberacion. Asi es que DPP indica alta probalidad
inicial de liberacion. Lo contrario se infiere de la FPP. Si se libera mas transmisor
en la segunda respuesta es porque muchas vesiculas no se liberaron en el primer
choque debido a la baja probabilidad de liberacion de las terminales. Pero al
sumarse el calcio de ambos choques, esta probabilidad aumenta, de ahi la
facilitacion. Asi es que FPP indica baja probabilidad de liberacién.

Las terminales sinapticas poseen diferentes probabilidades de liberacion
que dependen de la concentracion basal de calcio en los botones presinapticos.
Por eso, pequefios cambios en la concentracion de este i6n tienen efectos
importantes en la probabilidad de liberacion (Zucker y Regher, 2002; Thomson,
2000a, 2000b).

FPPy DPP se cuantifican con la tasa de pulsos pareados (TPP):

TPP= (IPSC,) / (IPSC;)

donde /IPSC1 y 2 son las amplitudes de la primera y segunda respuesta,

respectivamente.

indice de plasticidad sinaptica de corto plazo. Las amplitudes de las
respuestas sinapticas a los trenes de estimulacion (de IPSC; a IPSC,o) se ajustan

a una suma de funciones exponenciales:

-x/r-fast -x/r-slow+

IPSC(t) = Ase + Ase (2)



pues ha sido propuesto que la plasticidad sinaptica de corto plazo tiene dos

componentes: uno transitorio y otro estacionario (Tsodyks y Markram, 1997). Las
dos constantes de tiempo se ajustaron al decaimiento rapido (T-fast) y lento (T-

slow) de la amplitud sinaptica (picos de las IPSC;-IPSCio). A1 y A2 son las
magnitudes de las respuestas postsinapticas a t=0 para los componentes rapido y
lento, respectivamente, y y0 representa la amplitud residual determinada por el
equilibrio entre lo que se libera y lo que se repone gracias al ciclo vesicular. El

indice de depresion de corto plazo short term depression (STD) es:

STD = (IPSCr.10) / (IPSCy)

donde IPSC;.;0 = a la amplitud promedio de las ultimas tres respuestas del

tren e IPSC; es la amplitud de la primera respuesta.

Anadlisis varianza-media. De 20 a 30 trazos individuales (e.g., trenes de 20 Hz
evocados cada 10 seg), fueron usados para realizar el andlisis de varianza media
(V-M) que grafica la amplitud media de las IPSCs contra su varianza al pico
(Clements y Silver, 2000), lo que tedricamente debe de ajustarse a una parabola
de la forma (ec. 3):
y = Ax - BX? (3)

donde “y” representa la varianza de las IPSCs, y “X” representa la amplitud media
de las mismas IPSCs. A y B son los parametros libres. El parametro A indica la

pendiente inicial de la parabola directamente relacionado con la amplitud del



“cuanto” de liberacidén. B nos da la anchura de la parabola que esta directamente
relacionado con el nUmero de sitios de liberacion. El valor promedio de la amplitud
del “cuanto” (Qw) esta dado por (ec. 4):

Quw = A/(1+CV?) (4)
donde CV es el coeficiente de variacion de las amplitudes de las IPSCs. El nUmero
minimo de sitios de liberacion (Nmin) se aproxima con:

Nmin = 1/B (5)
y la probabilidad promedio entre los sitios de liberacion se aproxima con:

Prw = x(B/A)(1+CV?) (6)
pues el analisis V-M de este tipo asume una funcién binomial para la liberacion
(Clements y Silver, 2000). Esta premisa es probablemente falsa, pues numerosos
estudios han mostrado poblaciones de sitios activos con P alta junto a poblaciones
de sitios activos con P baja en la misma conexién (e.g., el caliz de Held) (Borst y
Sakmann, 1996; Dobrunz y Stevens, 1997; Wu y Borst, 1999; Scheuss y Neher,
2001). Pero la aproximacion sigue siendo valida para el presente trabajo si se
toman en cuenta las siguientes consideraciones (Clements y Silver, 2000):

a) las sinapsis de este tipo generalmente no aportan datos suficientes para
ajustar la funcion binomial compuesta asi que es el Unico analisis cuantitativo
disponible para el tipo de registro (eventos provocados, no espontaneos),

b) las mediciones se hacen en las mismas conexiones sinapticas antes y
después del tratamiento por lo que un error sistematico (evidenciado en la
abreviatura Qw donde W = "weighted”) se mantiene antes y después,

c) la P usa ambos parametros libres y es el promedio de P en todos los

sitios que liberan, por lo que si por ejemplo, una poblacion de sitios activos tiene



una P muy baja (son quasi-silentes) y otra poblacion una P alta, al aumentar la P
de algunos sitios (P, donde r = release y W = weighted), algunos botones quasi-
silentes entraran en juego y acaso esto se vea como un aumento en Ny no en P,
pues los sitios que ya tenian alta P siguen pesando mas y su P ya no cambia, por
lo que la P promedio (Prw) no cambia significativamente. En otras palabras, este
meétodo no permite distinguir muchas veces entre un cambio en Prw y un cambio
en Nmin cuando los sitios que entran y salen del juego son pocos y la Prw
promedio se mantiene. Este problema del método V-M lo probamos midiendo P
directamente (Salgado et al., 2006). Mucho menos entonces, el método V-M podra
distinguir entre Prw y Nmin con la variabilidad natural cuantica de una conexion
unitaria de unos cuantos botones (N = 1-6), cada uno con su P. Sobretodo, si los
botones tienen cada uno, un solo sitio activo siendo la conexion de las llamadas:
“un sitio un boton” (Korn, 1998). Sin embargo, ambos Prw y Nmin son parametros
presinapticos, mientras que Qw es un parametro postsinaptico. Entonces, lo que si
permite el analisis V-M, casi siempre, es distinguir un suceso pre de uno
postsindptico. En la modulacion presinaptica cambiaran N (B) y/o P, mientras que

si lo que cambia es la postsinapsis el valor que se mueve es Q (A).

Coeficiente de variacion. El coeficiente de variacién de las IPSCs se calcula al
dividir la desviacion estandar de la amplitud del /IPSC; entre su amplitud media. El
CV del ruido fue calculado ~10 msec antes de la respuesta registrada (Ko0s y

Tepper 2002) y se resta del CV total para quedarnos con el CV sinaptico.



5.6 Farmacos. Todos los experimentos se realizaron en presencia del bloqueador
de los receptores glutamatérgicos a AMPA/KA: (CNQX) (50 uM) y a NMDA: (AP5)
(10 uM). Todas los farmacos fueron disueltos en solucidn salina justo antes de su
administracion por gravedad. Todas las sustancias quimicas utilizadas en estos
experimentos fueron obtenidas de Sigma-RBI-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
excepto la m-conotoxina GVIA (Alomone labs, Jerusalem, Israel) y la w-agatoxina

TK (Peptides International, Louisville, KY, USA).

5.7 Inmunohistoquimica. Las neuronas registradas se llenaron rutinariamente
con biocitina. Las rebanadas con una sola neurona (registro de conexion
poblacional) o con dos neuronas (registro pareado de conexién unitaria), fueron
tomadas en consideracion para realizar inmunocitoquimica post hoc. Combinamos
el marcado intracelular con biocitina y la inmunocitoquimica contra sustancia P
(poblacion de NEMs de la via directa), encefalinas (Leu o Met) (poblacién de
NEMs de la via indirecta), o parvalbumina (poblacién de interneuronas FS). Las
rebanadas que contenian neuronas registradas fueron fijadas con
paraformaldehido 4 % y acido picrico 1 % disueltos en amortiguador de fosfatos
(PBS 0.1 M, pH 7.40 durante 24 horas). Después, las rebanadas se infiltraron con
30 % de sacarosa y se cortaron con un vibratomo en rebanadas de 40 um que se
incubaron 4-6 horas en solucion PBS méas 0.2 N de Triton X-100 y avidina
conjugada con Cy3 (1:200 todo disuelto en PBS) (Zymed, San Francisco, CA,
USA). Dicho procedimiento permitio identificar a la neurona registrada. Luego se

lavaron las secciones en PBS y se incubardn con el anticuerpo primario (de



conejo) contra encefalina o sustancia P por un periodo de 18-24 horas a 4°C
(diluciones de 1:200) (Peninsula, San Carlos, CA, USA), o por 36 horas contra
parvalbumina a 4°C (1:2000) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Después de lavar, los
cortes se incubaron con el anticuerpo secundario (conjugado a FITC; diluido
1:100) por una hora mas. Las secciones se montaron usando un medio anti-
blanqueo (Vectashield, Vector Laboratorios, Burlingame, CA, USA) se examinaron
con microscopia confocal (MRC- 1024; Bio-Rad, Natford, UK) equipada con laser
de gases krypton—argon. Dos lineas del laser emitiendo a 490 y 560 nm se usan
para excitar FITC y Cy3, respectivamente. Las células inmunomarcadas se
estudiaron en imagenes confocales individuales y secciones reconstruidas
proyectando sobre el eje “z” a razén de 2 imagenes/um. La digitalizacion de las
imagenes se llevo a cabo con un programa de computo comercial (Olympus-

fluoview v.1.4 de Olympus Corp).



6. RESULTADOS

Con el objetivo de facilitar la lectura de ésta Tesis, los resultados se han
dividido en tres apartados. El primero comprende experimentos que se realizaron
con el fin de aislar las diferentes sinapsis inhibidoras sobre las NEMs de manera
poblacional (varias fibras aferentes son estimuladas). Se identificaron algunas
diferencias funcionales (canales de calcio utilizados para la liberacion de
neurotransmisor y curvas caracteristicas de intensidad amplitud) entre estas
sinapsis inhibidoras. Este primer apartado concluye en una primera publicacion
[anexo A: Tecuapetla F, Carrillo-Reid L, Guzman JN, Galarraga E & Bargas J
(2005) Different inhibitory inputs onto neostriatal projection neurons as

revealed by field stimulation. J Neurophysiol 93: 1119-1126].

El segundo apartado comprende experimentos que muestran como un
agonista selectivo para receptores de la clase D, modula las terminales sinapticas
de las NEMs a través de la modulacion de canales de calcio presinapticos, y por
ende, modulando la probabilidad de liberacidén. Este segundo apartado resultdé en
una segunda publicacion [anexo B: Salgado H, Tecuapetla F, Perez-Rosello T,
Perez-Burgos A, Perez-Garci E, Galarraga E & Bargas J (2005) A
reconfiguration of Cay2 Ca?" channels current and its dopaminergic D,
modulation in developing neostriatal neurons. J Neurophysiol 94:3771-

3787].



El tercer apartado comprende experimentos que se realizaron con el fin de
identificar la plasticidad sinaptica GABAérgica de corto plazo (STP) que poseen
las sinapsis inhibidoras que inciden en las NEMs. Se incluyen registros unitarios
(pares de neuronas) y poblacionales (estimulacion de campo). También se
hicieron registros unitarios entre interneurona FS y NEMs. Aqui se describe la
modulacién dopaminérgica de la STP. Este tercer apartado constituye un tercer
manuscrito actualmente en proceso de revision por una revista internacional.
[anexo C: Tecuapetla F, Carrillo-Reid L, Bargas J & Galarraga E (2007)
Dopaminergic modulation of short term synaptic plasticity at striatal

inhibitory synapses]. Enviado.

6.1 Apartado |: Las diferentes entradas inhibidoras a la neurona
espinosa mediana pueden ser aisladas con estimulacion de campo.

Como se menciond en la Introduccién, la inhibicion sobre la neurona
espinosa mediana de proyeccion (NEM) del neoestriado se origina en gran medida
de las colaterales axdnicas que interconectan entre si a estas células (inhibicién
“feedback”) (Czubayko y Plenz, 2002; Koos et al., 2004; Tunstall et al., 2002), y
también, de varios tipos de interneuronas (inhibicidon “feedforward”) (Kawaguchi et
al., 1995; Kita, 1993; Kods y Tepper, 1999). Un trabajo previo del laboratorio
propuso que la estimulacidn antidromica de axones de NEMs que conectan o
pasan a través del globo palido (GP) podria aislar la inhibicién del circuito

“feedback”™ GP—NEM (Guzman et al., 2003). Ademas, varios estudios sugieren

”

que la inhibicion del circuito “feedforward” o NE—-NEM es preferentemente



activada por medio de la estimulacion intraestriatal siempre y cuando el electrodo
de estimulacién esté alejado del de registro mas de 100 um (Ver Métodos 5.3)
(Jaeger et al., 1994; Kita, 1993; 1996; Kods y Tepper, 1999; Tepper et al. 1998).
Se realizaron experimentos relacionando la intensidad del estimulo de campo con
la amplitud de las /IPSCs obtenidas (curvas /-A: Fig. 8) de las NEMs. Encontramos
importantes diferencias entre las IPSCs provocadas desde el GP o el NE.

Entre las propiedades funcionales que pueden diferir en las terminales
estan los canales de calcio que utilizan para la liberacion (e.g. Poncer et al., 1997;
2000; Takahashi y Momiyama, 1993), asi como su dinamica de corto plazo
(Gibson y Connors, 2003; Macaferri y Lacaille, 2003; Poncer et al., 2000).
Ademas, las interneuronas pueden expresar diferentes receptores pre y
postsinapticos (Freund, 2003; Jonas et al., 2004; Kods y Tepper, 2002; Poncer et
al., 2000; Wu y Saggau, 1997). Por lo tanto, la pregunta a responder fue si algunas
de estas diferencias podian ser evidenciadas en los dos tipos de inhibicién sobre
la NEM, la proveniente de colaterales que interconectan a las NEMs y la de

interneuronas (Tecuapetla et al., 2005b).

6.1.1 Distintas poblaciones de terminales GABAérgicas sobre las Neuronas
Espinosas Medianas (NEMs)

Las curvas /-A entre las conexiones GP—-NEM y NE—-NEM (Fig. 8) fueron
muy diferentes. Un experimento representativo se muestra en el inserto de la
Figura 8E. La amplitud de las IPSCs como funcion de la intensidad de la
estimulacion (normalizada en unidades umbral) se ajusté a una logistica (Figs. 8E

y 8F) de 3 parametros (ver Métodos 5.5.1, ec. 1). Cada linea representa un



experimento. En la figura 8E se muestran experimentos con la conexién
GP—-NEM (n = 6) (Guzman et al., 2003). En la figura 8F se muestran los casos
para la conexion NE—>NEM (n = 12) (Kita, 1993; Delgado et al., 2000; Guzman et
al., 2003). Claramente, la conexibn GP—-NEM mostré una menor dispersion
sugiriendo una sola poblacion de aferentes y terminales (Fig. 8E). En contraste, la
conexion NE—NEM exhibié una mayor dispersion (Fig. 8F), acaso reflejando una
gran variedad de aferentes y terminales debido a las distintas interneuronas
locales (ver Introduccion) (Kita, 1993; Delgado et al., 2000; Erlanger & Passer,
2002; Guzman et al., 2003). Las lineas gruesas representan el promedio de las
curvas para ambas clases de terminales GABAérgicas (Fig. 8E-F); superpuestas
en la figura 8H. Se encontraron diferencias significativas (al menos P < 0.01 para
cada comparacion; U de Mann-Whitney) para los tres parametros de las curvas
tedricas ajustadas (ver Tabla 1), indicando que se trata de diferentes poblaciones
de aferentes inhibidoras (la intensidad de estimulacion y la distancia entre el
electrodo de estimulacion y el electrodo de registro fue similar en ambas

estimulaciones).

ver pagina siguiente para la:

Figura 8. Relacion intensidad-amplitud (I-A). A y B. Esquemas mostrando los arreglos experimentales. Rojo= excitacion,
verde=inhibicién. C y D. Sensibilidad de las IPSCs provocadas a 10 uM CNQX'y 50 uM AP-5; que bloguean el componente
glutamatérgico de las respuestas sinapticas. La naturaleza GABAérgica de las respuestas restantes es revelada por la
sensibilidad a 30 uM de bicuculina. E y F. Curvas I-A que revelan diferentes poblaciones de terminales sinépticas reclutadas
mediante los distintos protocolos de estimulacion: GP—NEM (A), NE—NEM (B). El inserto en E muestra registros de un
experimento representativo. Cada experimento fue ajustado con la ec. 1 (H). Las lineas gruesas en E y F son los promedios
de las curvas I-A individuales, también graficadas en H. Los parametros de las curvas /-A en H se muestran la Tabla 1. G.
Curvas corriente contra voltaje (-V) de la corriente al pico (linea gris) de IPSCs provocados con el esquema GP—NEM.
Potencial de inversion =~ -29 mV (n=13) cerca del potencial de equilibrio para el idn cloro =~ -30.5 mV con nuestras soluciones
extra e intracelulares. H. Curvas I-A promedio obtenidas con el esquema GP—NEM 'y NE—NEM. Una curva |-A fue obtenida
estimulando en GP pero registrando una interneurona (tipo fast spiking) dentro del NS: GP—FS.
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TABLA 1. Parametros de las curvas /-A para las conexiones inhibidoras

GP—NEM NE—->NEM
(n=6) (n=9)
Amaxt 1561 +11(0.171) 298 +42 (0.419)
(PA) 157 287
(105—-174) (145-494)
k* 10.3 + 3 3.7+0.7
(PA/uu) 7.7 3.8
(4.4-22) (1.1-7)
Iht 1.3 +£0.07 (0.135) 2.1 +0.23(0.334)
(uu) 1.3 1.8
(1.1-1.5) (1.3-3.4)
Aht 72 +4.2 149 + 21
(PA) 70 147
(568-86) (74—-250)

En cada celda de Resultados y de arriba hacia abajo: media+E.E.M., mediana y rango en paréntesis. Significancia
estadistica: *P < 0.01; TP < 0.025; P < 0.004. Las curvas I-A fueron ajustadas a la ecuacion: A(l) = Amax/{1 | exp[-k(! -
Ih)]}, donde Amax es la amplitud maxima de la IPSC (pA), k representa la pendiente (pA/estimulo), /h denota la
intensidad del estimulo en unidades umbral, necesaria para alcanzar Ah, que representa la amplitud al 50 % de la Amax.
La primera columna corresponde a la conexion GP—NEM y la segunda a la conexion NE—>NEM. El coeficiente de
variacion en la celda para Amax e Ih en paréntesis. pA: picoamperios, uu: unidades umbral.

Si bien en la mayoria de los casos se utilizé QX 314 intracelular para evitar
el disparo (ver métodos), este bloqueador se elimind en algunos casos
seleccionados. En un caso sin QX 314, registramos una interneurona neoestriatal
caracterizada por su patron de disparo (Fig. 9B) y estimulamos desde el GP. Se
encontré una curva /-A completamente diferente a las descritas anteriomente [Fig.
8C; GP—FS], sugiriendo que aislamos una tercera conexion, probablemente
correspondiente a la via palidoestriatal en la que las neuronas del GP inervan a las

interneuronas estriatales (Kita y Kita, 2001; Bevan et al., 1998). En este



experimento, y otros dos similares, la Anax fue tan grande como la obtenida por
estimulacién intraestriatal (compare en Fig. 8H), pero k (el factor pendiente) fue
mayor en comparacion con la estimulacion desde el GP. Una vez que se alcanzé
la Amax, la sigmoide saturé a pesar de continuar incrementando el estimulo
(flechas en Fig. 9C), sugiriendo que la probabilidad de liberacion era alta desde el
principio (Jonas et al., 2004). Una probabilidad de liberacion alta es respaldada por
la TPP mostrada en el inserto de la Figura 9C que muestra una gran DPP
(Fig.10A, C) no encontrada en las otras sinapsis y que valida que diferentes tipos

de conexion sinaptica pueden ser aisladas con estimulacion de campo.

6.1.2 Canales de calcio presinapticos

Interesados en determinar el tipo de canales de calcio involucrados en la
liberacion de GABA en los dos tipos de sinapsis, GP—-NEM y NS—>NEM,
analizamos la TPP (ver Métodos) (Dunwinddle y Hass, 1985; Cooper y Stanford,
2001) de las IPSCs provocadas en NEMs postsinapticas utilizando toxinas

bloqueadoas especificas de los canales de calcio.
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Figura 9. Curva I-A obtenida del regiastro de una interneurona del NE mientras estimulamos en el GP (GP—=FS).
A. Esquemas mostrando la localizacion de los electrodos de registro y estimulacion sefialando la via estimulada. B. Esta
neurona fue registrada sin QX-314 para observar su patron de disparo antes de obtener la curva I-A. Note que el disparo
nos muestra que ésta neurona corresponde a una interneurona tipo FS (respuesta en voltaje ante tres pulsos de corriente
de distinta corriente). C. Curso temporal de la IPSC1 obtenida con el protocolo mostrado en A. Inserto en C: tres trazos de
IPSCs evocadas sobre esta interneurona mientras estimulamos en el GP, dos trazos corresponden a intensidad umbral y
uno a 1.5 unidades umbral. Note la gran amplitud y el alto grado de DPP (cf.,, Fig. 9A y C). Las flechas representan
incrementos de la estimulacion en unidades umbral. D. Curva I-A de las IPSCs mostradas en C. Note que la amplitud (Amax)
es saturada practicamente con la intensidad umbral, sugiriendo una alta sincronizacion para liberar en estas terminales (de
alta probabilidad de liberacién).

La sensibilidad de las IPSCs GABAérgicas a bloqueadores de canales de
calcio fue investigada en registros de NEMs ante la estimulacion en el GP

(GP—NEM, lo que aisla las sinapsis que interconectan a las NEMs entre si). La



figura 10A (insertos 1 y 2) muestra un caso representativo del efecto de un
bloqueador de los canales de calcio de tipo N(Ca,2.2): w-conotoxina GVIA (w-
Cotx). El curso temporal del experimento muestra que la toxina disminuye la
amplitud de las IPSCs un 64 + 7% (P<0.05 t de Wilcoxon; n=8). Note en el inserto
que en el control habia DPP que se convirtié FPP por accion de la «-Cgtx, lo que
sugiere que el bloqueo de los canales de calcio tipo N (Ca,2.2) presinapticos
encargados de la liberacion de GABA en estas terminales (Dunwiddie y Hass,
1985; Guzman et al.,, 2003). Por contraste, la figura 10B muestra un caso
representativo de Ila mitad de los experimentos cuando estimulamos
intraestriatalmente (NE—-NEM: lo que favorece la conexion entre interneuronas y
NEM). Note que la o-Cgtx tuvo un efecto pequefio del 22 + 5 % (n = 6; P< 0.005;
U de Mann-Whitney) que en algunos casos fue nulo. En estos casos la pendiente
de la curva I-A fue menor que el obtenido cuando estimulamos la conexion
GP—NEM (Tabla 1y Fig. 8H). La @-Cgtx no revirtio la TPP (Fig. 10B, c.f., insertos
1y 2). No obstante la @-AgaTK (400 nM) bloquea totalmente la liberacion de estas
IPSCs cuando se administra después. Sin embargo, si medimos la TPP justo
antes de alcanzar el bloqueo. Note que a pesar de medir la amplitud de las IPSCs
solo instantes antes del bloqueo total (ca. al 90% del bloqueo) por w-AgaTK, la
DPP sigue siendo la plasticidad de esta sinapsis. O sea, estas sinapsis, a
diferencia de las que se dan entre NEMs (GP—-NEM) no cambian su TPP aunque
cambie su probabilidad de liberar transmisor (Fig. 10B, inserto 3). Por otro lado,
comparando las respuestas de NE—>NEM con la via palido—estriatal o GP—FS,

interneuronas FS; Fig. 2] observamos que no difieren en Anax y si lo hacen en la



pendiente de la curva I-A (k) (Fig. 8H). Juntos, estos datos muestran que la o-Cgtx

no actua igual en diferentes terminales GABAérgicas y que por lo tanto puede

servirnos para diferenciarlas de manera funcional.

Figura 10. Canales de calcio que
controlan la liberacion de GABA en
las distintas terminales inhibidoras
del NE: GP—NEM (colaterals
axonicas entre NEMs) y NE—NEM,
conexion entre interneuronas 'y
NEMs). A. GP—NEM: sensibilidad de
las IPSCs a un blogueador de los
canales de calcio tipo N(Ca2.2) (o
Conotoxina GVIA; a-Cgtx) (1 uM). Note
disminucion de la IPSCs y cambio de
DPP a FPP.B. NE—NEM: poca
sensibilidad a «-Cgtx, la DPP no se
modific6. Aun cuando la w-Agatoxina
TK (o-Aga TK) (400 nM) ya habia
gjercido gran parte de su blogueo. C.
GP—NEM: accion bloqueadora de -
Aga TK, note el aumento de la FPP
antes del bloqueo total. D. NE—NEM:
w-Aga TK bloquea y aumenta la FPP.
E. NENEM: en el 50 % de los casos
evocados intraestriatalmente la a-Cgtx
tuvo un mayor efecto acompafiado de
un aumento de FPP. F. NE—>NEM: hay
un gran blogureo de la @-Cgtx si en el
control hay FPP.
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Las IPSCs provenientes de interneuronas (NE—>NEM) pueden dividirse en dos

grupos en condicién control, las que muestran depresion (DPP) y las que muestran

facilitacion (FPP) de pulsos pareados (Fig. 10B y 10D inserto 1). Ambos grupos fueron

sensibles a la w-AgaTK.



Como la w-AgaTK bloqued totalmente las IPSCs provocadas en cualquiera

de las conexiones, deducimos que, los canales P/Q (Ca,2.1) estan presentes en

todas las terminales GABAérgicas sin importar su origen, y que por tanto, no nos pueden

servir para distinguir entre estas sinapsis de manera funcional. Como corolario, se puede

decir también que para la liberacion de
GABA, los canales P/Q (Ca,2.1) parecen
ser los mas importantes (ver el Apartado Il

de los Resultados). Asi, para las

conexiones GP—-NEM el bloqueo con w-
AgaTK fue de 86 + 5 % (n = 6) (Fig.

10D) y para las conexiones en

NE—>NEM fue 89 £ 7 (n = 8) (Figs. 10C
y D).

Ahora bien, no todas las sinapsis
presentan la misma sensibilidad a la -
Cotx (c.f.,, Fig. 10B y 10E y Fig. 11).
Claramente, las sinapsis que provienen
de las interneuronas también pueden
dividirse en dos grupos, los que utilizan

canales N para la liberacion y las que
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Figura 11. Resumen de la sensibilidad al
bloqueo de canales de calcio tipo N (@-CgTx) y
P/Q (wAga TK). A. La «CgTx dividié los
experimentos de estimulacion intraestriatal en dos
grupos. La @w-Aga TK bloque6 todos los tipos de
inhibicion sobre la NEM. @-conotoxina (w -CgTx);
w-agatoxina GVIA (w-Aga TK).

no. En el grupo sensible la reduccion fue de 65 + 6% (n = 6) (p < 0.01; T de

Wilcoxon).



Resumen de la 12 parte de los resultados:

1.

Las entradas inhibidoras (/PSCs) pueden diferenciarse por su curva I-A.
Mientras las conexiones GP—->NEM presentaron una gran homogeneidad
sugiriendo estar constituidas por una sola poblacion, las sinapsis NE->NEM
mostraron heterogeneidad que probablemente refleje a los diversos grupos

de interneuronas.

El canal de calcio tipo N(Ca,2.2) se usa para la liberacién en un grupo de

interneuronas y no en otro.

Ambos tipos de canal el N(Ca,2.2) y P/Q(Ca,2.1) son utilizados por las

terminales que interconectan a las NEM (a esta edad, ver Apartado II).

El principal canal de calcio que regula la liberacién de GABA en cualquier tipo

de sinapsis inhibidora es el P/Q(Ca,2.1).

Cuando se usan tanto los canales N como los P/Q, se presenta el fenbmeno

de la superaditividad.
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Tecunpetln: Fatnel, Luis Carrillo-Reid. Jaime N. Guzman. Flvira
CGalorrags, and Jos¢ Bargos. Different inhibitory inputs onbo neo-
striatal projection neurons as revealed by field stimulation. J Mewro-
phvsicd 93 1119-1126, 2005, First published September 2, 2004;
doiz L0L1 15280 00657, 2004, This work investigated if diverse proper-
ties could be ascribed to evoked inhibitory postsynaptic currents
(IP5Cs) recorded on mt neostiatal newrons when field simulsion
was deliversd at two different locations: the globus pallidus (GF) and
the neostratum (M54 Previous work stated that stirnulation in the GP
oould antidromically excite projection smons from medium spiny
nevrores. This manewser would predominantly activate the inhibivory
synapses that interconnect spiny cells. In contmst, intmstnanl sime-
ulation would preferentially activate inhibitory synapses provided by
intermeurons. This study shows that, in fact. inbersitp-amplitude ex-
periments are able to reveal different propertes for IPSCs evoked
froen these two locabors (3P and ML In additon, while all IPSCs
evoked from the GOF were always sensidve to w-conotoxin GVIA
(Canes o o M-chanrel blockers, one-half of the inhibition evoked from
thes M3 exhibited liftle sensitivity to w-conotoxin GV 14, Characteris-
tcally. all w-conotoxin G¥lA-insensidve 1PSCs exbdbited strong
paired pulse depression, whereas w-conotoxin GV 1A —sensitve 1PSCs
evoked from either the GF or the NS could exhibit short-tme
depression or facilitstion. w-Agatoxin TE (Cags] or PAQ-charmel
blockeri blocked IPSCs ewcked from both lecatons. Therefore &
distinct inhibitory inpuls onto projection necstratal cells can be
differentially stimulated with field electrodes: 2) M-type Ca®™ chan-
nels are not equally expressed in inhibitory terminals activated in the
MS; and ) Eynapses that interconnect spiny neurons wuse bath W- and
Fip-brpe Ca™™ channels.

INTRODUCTION

The laminar architecture of cortical strctires allows field
stimulation of defined afferents or inhibitory inkerneurons (e.g.,
blile= et al. 1996; Shlosherg et al. 2003, This greatly facilitates
pharmacological studies on afferent inputs. However, basal
ganglia muclei do not have a laminar structure, and there are
problems to identify the origin of synaptic inputs during feld
stimulation studies.

Inhibition onbo necetriatal GABAergic projection newmns
comes from axon collaterals interconnecting  these  cells
(Czubayko and Plenz 2002 Koos et al. 2004: Tunstall & al.

2y and from =everal types of GABAergic intemeumns
(Kewaguchi et al. 1995; Kita 1993; Koos and Tepper 1999, Tt
has recently been proposed that antidromic stimulation of spimy
cells axons, from the globus pallidus (GF), can isolate the
inhibitory component conveyed by the recurrent axon collat-
erals that interconnect spimy neurons (Guzmean et al. 20035, In
addition, several siudies have posited that GABAergic inter-

neurcns are preferentially activated with fAeld stimulation
within the necsriatum (M5} (Jaeger et al. 199d; Kim 1993,
1996; Koos and Tepper 1999, Tepper et al. 1998). Here we
compared “intensity-omplitude™ (1-A) experiments obiained
from inhibitory postsynaptic cuments (IP5Cs) evoked from
these bwo locations and show that, in fact, significant functional
differences can be found for IPSCs evoked from either the GP
or the M5,

Among the diverse functional properties that synaptic ter-
minals may exhibit, some very important ones are the Ca™”
channels involved in transmitter release (e.g., Poncer et al.
1997, 200; Takahashi and Momiyama [9%3) and their short-
term release dynamics (Gibson and Connors 2003; Macafern
and Lacaille 2003; Poncer et al. 20000, In addition, intermeu-
rons may express different pre- and postsynaptic receptors
(Freund 200%:; Jonas et al. 2004; Koos and Tepper 2002
Poncer et al. 2000; W and Saggan 1997, Thus we questionad
if the=e functional differences bebween afferent inputs can be
made evident during field stimulation experiments. A prelim-
inary report of this work has been published in abstract form
(Tecuapetla et al. 2003,

METHODS
Preparafion of slices ard elecrophwsiological recordings

In this shady, acute neosmiatal sagittal slices (300 pm thick) were
prepared from postnatal day (PDO 12-14 Wistar rats (2728 g) from
either sex, &= previously descrobed (see Cuwrman et al. 2003). In
principle, we cannot discard that brain slices cut in other ways (e.g.,
horizontally) may also vield suocessful connectons with the present
protocols. The protocols followed the Matonal University of Mexico
and Mational Institutes of Health guidelines for the use of animals in
biomedical experiments.

Slices were contnuously superfussd (3—6 mlimdng with saline
containing {in mb) 123 WaCl, 3 KCL 1 MgCl,. 2.0 CaCl,, 25
MaHCOy, and 11 glicose:; asrated with 95% C0L,-5% O, to a final pH
of 7.4 at mom tempertmre (23-25"C) Mecstratal neurcns were
visually located with the help of & water immersion ohjective and an
upright mdcroscope (Ddaphot. Mikon. BMelville, BY) with an adapted
CCD camera (COCT- 100, Dage-MT1, Michigan Cicy, IM) working with
infrared illumination. Weurons were recorded using the whole cell
patch-clamp techrmique in the volmge-clamp configuration. IPSCs
recordings were cammied out with Axcclamp 24528 (Axon Insta-
ments. Foster City, CA) amplifiers, and data were filtered at 1-3 KEHz
and digitized with an AT-MIC-6040E, a DG (MI-DACH board
(Mational Instruments. Auvsting TX). and a PC clope. On-line data
acquisition used custom programs made in the Lab¥IEW environ-
ment {Flational Instruments). Standard patch pipeties (36 MO were

Addr=ss for reprini requeats and other come=apondence: I Bargas, Instimio
de Fisiclogia Celular, PO Box 700253, UNAM, Mexico City DF, 04510
Mexico {E-mail: jbargas @ifc.onam.mx}.
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6.2 Apartado Il: Reorganizacion de los canales de calcio que
regulan la liberacion de transmisor durante el desarrollo. Su
modulacién por receptores dopaminérgicos de la clase D,.

6.2.1 Reorganizacion de los canales de calcio que controlan la liberacidon en
la sinapsis que interconectan a las NEMs

En ratas postnatales de 14 dias de nacidas (PD174), la proporcion de
corriente de calcio acarreada por diversos canales en la membrana
somatodendritica de las NEMs, se divide de la siguiente manera: corriente
acarreada por canales de tipo L: 27 %, corriente tipo P/Q: 22 %; corriente tipo N:
39 %; corriente tipo R: 12 % (Fig. 3A en Salgado et al.,, 2005; anexo B). En
cambio, en las ratas postnatales de 40 dias (PD40) los porcentajes acarreados por
estos canales de calcio son: corriente tipo L: 22 %; tipo P/Q: 38 %; tipo: N 26 %;
tipo R: 14 % (Fig. 3B en Anexo B). Estas proporciones muestran que la expresion
de los canales de calcio tipo N (Cay2.2) disminuye, mientras que la de los canales
de calcio tipo P/Q (Cay2.1) aumenta su contribucion en términos de porcentaje de
la corriente de calcio total (Salgado et al., 2005, anexo B). Una de las principales
implicaciones del cambio en la expresion de los canales de calcio de las NEMs
deberia ser la regulacion de la liberacion de neurotransmisor (Tecuapetla et al.,
2005b; Anexo A). Por lo que nos preguntamos si esta reorganizacion se efectuaba
también en las terminales de las NEMs y no sélo en la membrana
somatodendritica. Se predijo que la contribucion de los canales de calcio tipo N
(Cay2.2) decrementaria su contribucion en la liberacién a la edad PD40. Para
probar esta hipétesis, realizamos experimentos utilizando el protocolo GP—-NEM

(Guzman et al., 2003; Tecuapetla et al., 2005b, anexo A) y comparando las



edades PD14 y PD 40. A la edad PD14, la liberacién de neurotransmisor de las
NEM es controlada por los dos tipos de canal de calcio: el tipo N (Cay2.2) y el tipo
P/Q (Cay2.1). El porcentaje de inhibicion de las IPSCs al bloquear cada uno de
estos canales fue de 64 + 7 % y 86 = 5 %, respectivamente (Figura 11). Existe por
tanto una sobreposicidn en estos porcentajes, lo que en otras sinapsis se conoce
como “superaditividad” (Wu y Saggau, 1997). En contraste, a la edad PD40 el
canal de calcio tipo N (Cay2.2) ha disminuido su contribucion a un 18 £+ 7 % (n = 5;
Fig. 4B; P < 0.009; U de Mann Whitney; Fig. 12C), mientras que el canal de calcio
tipo P/Q (CaV2.1) la ha aumentado a un 98 £ 1 % (n = 5; Fig. 12F). La contribucion
del canal de calcio tipo P/Q (Cay2.1) fue alta en ambos estados del desarrollo. Sin
embargo, la contribucion del canal de calcio tipo N (Cay2.2) decrece

significativamente durante la maduracion (de 64 + 7 en PD14 a 18 =+ 7 % en

PD40).
A PD14 B PD40 C
_. 300 s 300
<T
w-CgTx o-CgTx .
= 2 . groo|
S 200 |0 pa 200 I
% 2+, 8
> 2 < 60
= 100 100 £
3 A 2 § 40
g o 8
< 8 - T 20
(6 B et et 50 ms 0 e
——r— 0
0 5 10 15 20 25 PD14 PD40
Edad
—_ n-AgaTK
E w-Aga
g __1001
¥ ®
2 < 80
Q ST
3 2
s § 41
< g 20
i v . . y 50 ms ' . . ’ v . 50 ms 'g o

min min Edad



Figura 12. La sensibilidad a «-Cgtx de las terminales sinpticas que interconectan a las NEMs disminuye durante el
desarrollo. A. La @-Cgtx (1 uM) reduce en un 64 + 7 % las IPSCs producidas por las colaterales axénicas a la edad
PD14. Note que la respuesta al pulso pareado pasa de DPP en el control, a FPP durante la accion de la a-Cgtx (insertos
1y 2 respectivamente) indicando que menos calcio participa en la liberacion después del bloqueo. B. La sensibilidad a la
w-Cgtx se reduce al 18 + 7 % a la edad PD40. En algunos casos como el que se ilustra, la @-Cgtx no tiene efecto. La
DPP no cambia (inserto). C. EI histograma resume el efecto de la @-Cgtx en funcion de la edad (P < 0.01; U de Mann
Whitney). D y E. La sensibilidad de esta sinapsis a la @Aga TK (400 nM) no cambia durante el desarrollo en términos de
porcentaje (P > 0.05; U de Mann Whitney), aunque la cinética del blogueo si se hace mas rapida con la edad. En ambas
edades, el bloqueo de los canales P/Q (Cav2.1) produce FPP (insertos). F. El histograma resume el resultado.

Estos experimentos muestran que, durante el desarrollo, existe una
reorganizacion de la proporcion con que los canales de calcio son utilizados por
las terminales para la liberacion de GABA (lwasaki y Takahashi, 1998; lwasaki et

al., 2000; Verderio et al., 1995).

6.2.2 La modulacién dopaminérgica también se modifica durante el
desarrollo

La activacion de los receptores dopaminérgicos modula la corriente de
calcio en la membrana somatodendritica de las NEMs. Esta corriente de calcio
puede estar acarreada por los canales de los tipos N (Cay2.2) y P/Q (Cay2.1)
(Nicola et al., 2000; Salgado et al., 2005, anexo B). Asi por ejemplo, la activacién
del receptor de la clase D, reduce las corrientes de calcio llevada por estos
canales (Salgado et al., 2005, anexo B). Como estos canales son los encargados
de regular la liberacion de GABA, es importante saber si su reorganizacién tiene
consecuencias sobre la modulacion dopaminérgica (Cooper y Stanford, 2001;
Guzman et al., 2003; Floran et al., 1997). La figura 13 muestra que la modulacién
producida por el agonista selectivo a los receptores de la clase D,, quinelorane

(1uM), es la misma para ambas edades (PD14 y PD40).
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Figura 13. La modulacién presinaptica producida por la activacion de los receptores D2 es la misma en ambas edades.
A. PD14. B. PD40. C. El histograma muestra que no hay cambios significativos.

El quinelorane reduce la amplitud de las /IPSCs un 50 + 8 % a la edad PD14
(n=12)yun 42 + 5 % a la edad PD40 (n = 6) (Fig. 13; P > 0.05; U de Mann
Whitney). A la edad PD14, la TPP control fue de (Fig. 13A, insertos) 1.3 + 0.16,
mientras que después del quinelorane fue de 1.9 + 0.26 (n = 12; P < 0.002; T de
Wilcoxon). A la edad PD40 (Fig. 13B, insertos) la TPP control fue de 0.82 + 0.1y
en presencia del agonista fue de 0.97 + 0.08 (n = 6; P < 0.05; T de Wilcoxon). El
cambio en la TPP, que sugiere cambios en la probabilidad de liberacion (Zucker y
Regher, 2002), indica que la accion del farmaco es presinaptica (Fig. 13F)
(Guzman et al., 2003; Salgado et al., 2005, anexo B). Sin embargo, para dar
mayor peso a esta inferencia, realizamos el analisis de varianza en funcién de la

amplitud media de las IPSCs (Clements y Silver, 2000 ver métodos), asi como un

analisis de las corrientes sinapticas espontaneas.
La figura 14A muestra un histograma de amplitudes representativo de las
IPSCs espontaneas registradas en las NEMs (Fig. 14B). Las IPSCs espontaneas

se originan tanto de interneuronas como de las NEMs vecinas (Tepper y Bolam,



2004). Sin embargo, el histograma se ajusta a funciones Gaussianas mostrando
dos modas. La primera moda es de 8 pA (rango de 5-12 pA), similar al valor del
“cuanto” reportado en otras sinapsis GABAérgicas (e.g., Ling y Benardo, 1999). La
segunda moda es un multiplo: 16 pA (rango de 12-20 pA) (cf., Paulsen y
Heggelund, 1994).

Cuando se construye el histograma de amplitudes con /IPSCs provocadas
(GP—NEM) aparecen varias modas (Fig. 14C-D), obteniéndose valores de 9y 17
pA para las dos primeras modas. El intervalo entre modas fue de 8 a 9 pA (Ling y
Benardo, 1999). Con experimentos similares a éste pudimos tener un valor
aproximado del valor de un “cuanto” (Paulsen, 1998). Este valor se comparé con el
obtenido por el analisis de la varianza en funcion de la amplitud media de las
IPSCs (Figura 14E; Clements y Silver, 2000). Como se muestra en la figura 14E
(circulos grises), al graficar estos valores obtenidos de varios experimentos, se
puede ajustar la parabola tedrica (ec. 3; ver Métodos). El ajuste reveld una
amplitud promedio del “cuanto” (Qw) de 8+2 pA, similar a la primera moda de los
histogramas de amplitudes. Al adicionar el agonista de receptores de la clase Dy,
quinelorane (1 uM), los datos se sobrepusieron a los obtenidos en condiciones
control, en la parte inicial de la parabola (Fig. 14E, circulos verdes). De hecho, en
el ajuste lineal los datos no fue significativamente diferente, sustentando que la
modulacién D, es presinaptica (Clements y Silver, 2000). EI Qw fue 942 pA en
presencia de quinelorane (no significativamente diferente del control; U de Mann

Whitney).



Este tipo de analisis no discierne de manera confiable (dada la variabilidad
cuantica) si la modulaciéon se debe a una cambio en la probabilidad de liberacion
(Pmw) 0 en el numero de sitios de liberacion (N) (Biro et al., 2006; Clements y Silver,
2000). Parece ser que si la disminucién en P,, es muy grande, puede detectarse
como un cambio en N y viceversa (Biro et al., 2002). Sin embargo, la P, puede
aproximarse de manera independiente (Fig. 13F) y demostrarse que la activacion
del receptor D, reduce P,,: por ejemplo, de 0.6 en el control a 0.07 después del
quinelorane. Esto puede correlacionarse directamente con la FPP (ver Baldelli et

al., 2005). Asi, diversos analisis convergen en que la accion D, es presinaptica.

Figura 14. Diversos analisis concuerdan en A B-ﬁ—,-q-f-—-,-—,— D
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presencia de quinelorane el valor no fue E control © Qw =8+ 2 ' (PA) _
significativamente diferente: 9 pA (no cambia la 10004 quinelorane @ Qw =9 + 2 control  quinelorane
pendiente inicial de la parabola; circulos verdes) S 8004 s g
(Clements y Silver 2000). F. Familias de IPSCs en & 6 =
respuesta a la estimulacion pareada en control y en & 6001 g ——
presencia de quinelorane. De cinco fallas de IPSC1 § 400- ® 20 pA e yp—
en la cqndluén contrpl pasamos a muchas fallas en gzoo- 0ms Se—r ——
presencia de quinelorane, revelandose una = 2008 "~ promedio
reduccion en la probabilidad de liberacion (P). 0 P A

amplitud IPSC4 (pA)

Para ver si la modulacion dopaminérgica dependia de los canales de calcio,

primero se estudid el efecto del agonista selectivo de los receptores a dopamina




de la clase D, quinelorane, en presencia de 1 uM de «-CgTx (bloqueador de
canales de calcio tipo N). Se compararon las dos etapas del desarrollo: PD14 y
PD40. La figura 15A muestra que la @-CgTx practicamente abolié la reduccion
mediada por el agonista D, en las IPSCs de animales PD14. La modulacién se
redujo de 50 + 8% en control a 10 + 2% en presencia de »-CgTx (n= 3; Fig. 15A; P
< 0.02; U de Mann Whitney). La aplicacién posterior de o»-AgaTK (400 nM) terminé
de bloquear las IPSCs (Fig. 15A), confirmando que los canales de tipo P/Q
(Ca,2.1) estan presentes en la terminal y que el quinelorane tiene su mayor efecto
sélo si los canales de calcio de tipo N (Ca,2.2) estan presentes en la terminal.

Por el contrario, la presencia de »-CgTx a la misma concentracion no
disminuyo la accion del agonista D, a la edad PD40. La reduccion de las IPSCs
fue de 42 + 5% en control y 40 + 8% en presencia de o-CgTx (n= 5; Fig. 15B; P >
0.05, U de Mann Whitney). Lo que muestra que el canal de calcio de tipo N

(Cav2.2) ya no es el blanco de la modulacion del agonista D, a esta edad. Estos

resultados se resumen en el histograma de la Fig. 15C.
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Figura 15. La modulaciopn presinaptica D2 utiliza diferentes canales de calcio a diferentes edades. A. Curso temporal
de la amplitud de las IPSCs en presencia de »-Cgtx (1 uM). El quinelorane no actud cuando los canales N (Cav2.2)
estaban bloqueados. El bloqueo posterior de los canales P/Q (Cav2.1) bloque6 completamente las IPSCs (inserto). Esto
muestra que el agonista no actlia sobre estos canales a esta edad. Esto es, la modulacion depende de la presencia de
canales N (Ca2.2) funcionales. B. El quinelorane si puede reducir las IPSCs a la edad PD40 aun en presencia de «-
Cgtx. Lo que sugiere que la modulacion ya no depende de los canales N (Cav2.2) a esta edad C. Los histogramas
muestran el porcentaje de modulacidn por quinelorane en presencia de «-Cgtx en los dos estadios del desarrollo (P <
0.009; U de Mann Whitney).

Resumen de la 22 parte de los resultados:

1.

Existe una reorganizacion en la expresion de los canales de calcio que
participan en la liberacion de neurotransmisor en las terminales de las
colaterales axonicas que interconectan a las NEMs durante el desarrollo. El
canal de calcio de tipo N (Ca,2.2) reduce su participacion al llegar a la etapa

adulta y el canal de tipo P/Q (Ca,2.1) se queda encargado de la liberacion.

La activacion de receptores de la clase D, modula presinapticamente la
liberacion de GABA de las terminales de las NEMs de manera similar en

animales joévenes (PD14) y adultos (PD40).

Esta modulacion esta mediada por distintos canales de calcio en animales
jévenes y adultos. Esto implica que la sefalizacion activada por el receptor D,
cambia el blanco de su modulacién durante el desarrollo, dejando al canal que
ve reducida su participacion en la liberacion [N (Ca,2.2)] y adoptando al canal

que se queda encargado de la misma [P/Q (Ca,2.1)].
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Salgnde, Homberto, Fatuel Tecuapetln, Tomora Perez-Rosello,
Azucena Perez-Burgos, Enrigque Perez-Garci, Elvira Galarraga.
mod Jese Barges A reconfiguration of Ca,2 Ca”" channels current
ared its dopaminergic [y moduladion in developing necetriatal
meurans. J Mewrophyeial 94: 37T1-3T87, 2005, First published August
24, 2005, doi:10.1 15240004 55,2005, The modulatory effect of Dy
dopamine receptor actvadon on calcium currents was studied in
necsiiatal projection newrons at two stages of mt development:
posmatal day (PIN14 and PLA0. Dy-cless receplor agonists reduced
whole cell calcium currents by about 35% at both stages, and this
effect was blocked by the D receptor antagonist sulpiride. Blhitrendi-
pire partally cocluded this modulstion at both stages, indicating that
modulation of Ca,l channels was present throughout this develop-
mental interval Mevertheless, modulaton of Ca,l channels was
significantly larger in P40 peurons. w-Conotorin O% 14 oocluded
most of the Ca®™ current modulation in POU4 newrons, However, this
ooclusion was greatly decreased in PD40 neurons. w-Agatoxin TE
occluded a great part of the modulation in PDE4O neurons but had a
negligible effect in PL¥14 neurons. The data indicate that doparniner-
gic D-mediated modulation wodergees o change in targst durng
development: from Cay 2.2 to Cay21 Ca™" chanpels. This change
occurred while Ca, 2.2 chanmels were being down-regulated and
Cay 2.l channels were being up-regulated. Presynaptic modulation
mediated by Dy recepiors reflected these changes; Ca, 2.2 type chan-
nels were used for release in young animals but wery litde in mature

ardrnals. siggesting that changes took place simulianecushy at the
somabodendntic and the synaphc membranes.

INTRODUCTION

Menstriatal prg__i‘e-:tinn neurons express a diverse ammay of
voltage-gated Ca”™ channels (Bargas et al. 19945, The different
types of Ca® " channels exhibit stri king dizssimilar roles during
repetitive firing and transmitber release (Pemrez-Carci et al.
2003; Temapetla et al. 2005; Vilchis et al. 20007, For example.
L-type ca’t (Cas 1) channels activate near spike threshold and
contribute to set the range of frequencies for evoked dis-
charge—the dynamic range (Hemandez-Lopez et al. 1997,
2000; Perez-Garci et al. 20035, By this token, dopaminergic Dy
receplor activation facilitates neuronal excitability by enhanc-
ing Ca” " current through L-type Ca~" channels (Hernandez-
Loper et al. 1997; Surmeier et al. 1995). Activation of dopa-
minergic Dy receptors reduces L-type Ca”* currents, leading to
adecrease in firing (Hemandez-Lopez et al. 2000; Olson et al.
20057, These actions partially explain the so-called facilitatory
and repressing actions of dopamine on strintal output at the
molecular level (Prescott et al. 2003

However, not only Cany ] Ca™ channels but also Cay2 Ca®
channels may be controlled by dopamine. Consequently, this
study asked if [i; recepbor activation also regulabes Cay2 catt
channels in striatal neurons. The dopaminergic modulation of
g2 Ca’ " channels may be important given the mles of these
channels in spimy cells (Perez-Carci et al. 2003; Tecuapetla et
al. 2005:; Vilchis et al. 20080, Moreover, because the contribu-
tion of diverse Cay2 Ca®™ channels may change during devel-
opment (Chamean et al. 1999, and because medium spiny
neurons have a pmotracted development (Tepper et al. [998)
with respect to other neurons, it is important to see what
happens with dopaminergic modulation during possible chan-
nel reconfigurations.

The relevance of this question becomes evident when
recalling that Cay2 channels supply the Ca™ " necessary to
activate Ca~" -dependent K™ channels (Vilchis et al. 2000
in mature neurons. In tum, these K7 channels generate the
postspike afterhyperpolarization (AHF) that makes up the
interspike interval. The AHP controls the finng of spiny
cells by setting the gain for a given stimulus (Bargas et al.
1999 Perez-Garci et al. 2003; Pineda et al. 1992: Vilchis et
al. 20005, In addition. Cas,2 channels are in charge of GABA
release at the synaptic terminals of spiny neurcns (Tecw-
apetla et al. 200573, In this place too, there is evidence that
dopamine exerts a presynaptic modulation of GABA relense
{Guzman et al. 2005, Thus theoretically, dopamine could
control necstriatal cutput at two different levels through the
regulation of Cay2 Ca®* channels: first. at the somatoden-
dritic membrane through the regulation of the firing mech-
anism. and second, at the symaptic terminals (Cooper and
Stanford 2001; Guzman et al. 20033 through the regulation
of transmitter release. Accordingly, the main objective of
thiz study was to find evidence of this dual regulation. In
relation to this, it wos recently shown that activation of
muscarnic b, receptors controls both the interspike inberval
and the ransmitier release at the synaptic terminals of spiny
neurons (Perez-Rosello et al. 2005). Becanze muscarinic b
receptors and dopaminergic D receptors seem o be linked o
the =same signaling cascade (Hemandez-Lopez et al. 20600;
Rakhilin et al. 2004), it seems interesting o ask if thess
receptors share some physiclogical actions in necstriatal cells.
and if not, why. This work has been published in abstract form
(Salgado et al. 2004),
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6.3 Apartado lll: Modulacién dopaminérgica de la plasticidad
sinaptica de corto plazo en las sinapsis inhibidoras del
neoestriado

La fuerza sinaptica es modificada continuamente en los circuitos
neuronales. Esto se debe a una propiedad de las sinapsis conocida como
“plasticidad de corto plazo” (o “short term plasticity”. STP por sus siglas en inglés)
(Zucker, 1989; Markram y Tsodyks 1996; Abbott et al., 1997; O’Donovan y Rinzel,
1997; Abbott y Nelson 2000; Dittmar et al., 2000; Thomson 2000; Zuker y Regehr
2002; Abbott y Regehr 2004). La STP provee a las sinapsis con capacidades
funcionales tales como ser detectores de coincidencias y filtros de sefales
(O’Donovan & Rinzel, 1997; Thomsom, 2000b; Abbott y Regehr, 2004; Richardson

et al., 2005).

Decidimos investigar la STP y su posible modulacion dopaminérgica en las
dos sinapsis inhibidoras que hacen contacto con las NEMs: i) las sinapsis que
interconectan a las NEMs con ellas mismas (inhibicion “feedback”) y ii) las sinapsis
provenientes de las interneuronas locales (e.g. la interneurona “Fast spiking”)

(inhibicion “feedforward”).

6.3.1 Inhibicion sobre las NEMs

La conexion sinaptica entre NEMs (aqui abreviada como NEM—NEM) y la
inhibicion de las interneuronas fast spiking sobre la NEM (aqui abreviada como
FS—NEM) se estudiaron mediante registros simultaneos de pares de neuronas
(cada tipo neuronal fue identificado electrofisolégicamente por las caracteristicas

descritas en la Figura 16; ver tabla 2). Las IPSCs de ambas conexiones fueron



provocadas mediante |la despolarizacion de la neurona presinaptica mientras se
registraba una NEM postsinaptica (Fig. 17A y B). En el presente apartado se le

denomina “respuesta unitaria” a los registros obtenidos de pares de neuronas.
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Figura 16. Identificacion electrofisiologica de las neuronas del neoestriado. A. Par de NEMs sindpticamente
conectado, cada neurona fue llenada con biocitina (ver Métodos). La reconstruccion confocal se basé en 50 cortes de 0.2
um en el eje Z. La neurona presindptica (derecha) mostrd ser inmunopositiva a sustancia P (SP) mientras que la
neurona postsinaptica (izquierda) fue negativa. Esta conexion NEM—NEM fue modulada por quinelorane (1 uM) B.
Interneurona Fast spiking (FS). La neurona FS fue inmunopositiva a parvalbimina (PV) C. Respuestas de voltaje
caracterfsticas a pulsos rectangulares de corriente hiper y despolarizantes (no se muestran) de una NEM (arriba) y una
interneurona FS (abajo). Note que sus caracteristicas electrofisioldgicas son tan distintas que se les puede identificar
durante el experimento. El retardo a la primera espiga, la rectificacion entrante y el disparo tonico caracteristicos de las
NEMSs, no se encuentran en las interneuronas. D. Relaciones corriente-voltaje representativas de las NEM (cuadros
negros) y las interneuronas FS (circulos grises). E. Los histogramas resumen algunas diferencias significativas entre los
pardmeros electrofisiolégicos: la amplitud del postpotencial hiperpolarizante (AHP), la duracion del potencial de accion
(PA) y la resistencia de entrada neuronal registrada a -85 mV para muestras de NEMs (n = 36) y de interneuronas FS (n
=11). * P< 0.05; U de Mann Whitney.



Tabla 2. Parametros electrofisiolégicos utilizados para diferenciar a las neuronas

espinosas medianas (NEMs) de las intereuronas fast spiking (FS).

NEM (N = 30) FS (N=11)
Resistencia de entrada a - 208+13 142416
85 mV (MQ) t 204 126
(90-407) (81-239)
Duracién del PA (ms) % 2.19+0.1 0.95+0.06
2.16 0.9
(1.3-3.8) (0.7-1.3)
Amplitud del AHP (mV) % 8+0.38 14+0.94
8.35 13.31
(3.71-12) (11-21)

En cada celda de datos, de arriba hacia abajo: mediat+ S.E.M, mediana y rango en
paréntesis. ¥ P < 0.0001; ¥ P< 0.02 (U de Mann Whitney). MQ: Megaohmios, ms:
milisegundos, mV: milivoltios.

Pero por los resultados anteriores sabemos que otra manera de aislar la
inhibicion entre las NEM es por estimulacion antidromica desde el globo palido
(abreviada aqui como GP—NEM) (ver Figura 8A). Me referiré a la respuesta
sinaptica de este protocolo como la “respuesta poblacional” entre NEMs debido a
que, muy probablemente, se origina de mas de un axdn presinaptico haciendo
contacto con la NEM postsinaptica (ver Apartado | y Discusién). Sin embargo,
hasta antes de esta Tesis, nadie habia comparado, de manera detallada, las
respuestas unitarias y poblacionales entre NEMs. Hay una serie de razones por
las que estas podrian ser diferentes, por lo que decidimos hacer esta
comparacion.

Se obtuvieron 14 pares de NEMs sinapticamente conectadas de 106 pares
de NEMSs registradas (=13%) a una distancia de separacion entre el par de

neuronas no mayor de 100 um (Fig. 16A y 17A). La conexion NEM—NEM se



bloquea por 10 uM de bicuculina (no se muestra pero ver: Taverna et al., 2003), lo
que confirma su naturaleza GABAérgica.

Se obtuvieron 13 pares FS—NEM conectados de 24 pares registrados (=55
%) (Fig. 17B). Esta conexion también se bloquea con bicuculina (10 uM), ademas
de mostrar un potencial de equilibrio (IPSCs) que corresponde al potencial de
inversion para el ién cloruro (no se muestra pero ver: Kods y Tepper, 1999; Koos

et al., 2004).

A NEM —» NEM B FS=—» NEM
(unitario) (unitario)

NEM 2 NEM
25 pA
50 pA

200 ms

perr— |

Figura 17. Inhibicion sobre la NEM. Registros unitarios. A. Conexion NEM—NEM (inhibicion tipo “feedback”). Las
neuronas presinapticas se registraron en el modo de fijacion de corriente mientras que las neuronas postsinapticas se
registraron en el modo de fijacion de voltaje en este y los demés casos. B. Conexion FS—NEM. El inserto de abajo
muestra el disparo en rafagas de una interneurona ante una despolarizacion continua y las respuestas correspondientes
en la NEM. Calibracidn: barra horizontal 50 ms, barra vertical 20 mV'y 50 pA respectivamente.

Para realizar la comparacion, graficamos la duracion a la amplitud media de

las IPSCs (half-widths) contra el tiempo que se tardan en alcanzar la maxima



amplitud (time to peak o tiempo al pico). Esto genera los llamados “shape index
plots” o graficas de forma. Por supuesto, no sélo comparamos las conexiones aqui
denominadas NEM—NEM (circulos vacios) y GP—NEM (circulos llenos), si no
que también incluimos la conexién FS—>NEM (circulos grises). No se encontraron
diferencias significativas entre las dos primeras conexiones (Fig. 18D; n = 9; P >
0.05 Mann-Whitney’s U test), lo que confirma que la conexibn GP—NEM es una
versidn poblacional de la conexiéon entre NEMs (Guzman et al., 2003; Tecuapetla
et al., 2005b; Perez-Rosello et al., 2005; Salgado et al., 2005), esto es, la conexion
no esta contaminada por otras conexiones mono o polisinapticas y se puede aislar
con estimulacién de campo. Esto es muy dificil de hallar en otras preparaciones
aisladas del SNC. Como las IPSCs poblacionales podian ser mucho mas grandes
debido al reclutamiento de mas de un axén presinaptico desde el globo palido (ver
Figura 8E en apartado |) confirmamos el caracter poblacional de este protocolo.
Asi, la unién de ambos protocolos de estimulacion y aislamiento de esta sinapsis:
NEM—-NEM y GP—NEM, refuerza de manera importante el analisis estadistico y

las conclusiones de este apartado.
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Figura 18. Comparacion de las IPSCs registradas en las NEMs. A. GP—NEM. B. NEM—NEM. C. FS— NEM. En
A-C los trazos negros corresponden al promedio de 20-24 trazos individuales (en gris). D y E. Gréfica de la duracién a la
amplitud media contra el tiempo al pico de las IPSCs: GP—NEM (circulos vacios) y NEM—NEM (circulos llenos) y
FS—NEM (circulos grises) (n = 9 de c/u). F. Promedios normalizados para la amplitud de las IPSCs obtenidas con los
tres protocolos. El trazo gris corresponde a la conexion FS—NEM. Note la virtual sobreposicion de las IPSCs de las
conexiones GP—NEM y NEM—NEM.

Las dos conexiones unitarias si mostraron diferencias significativas (Figs.
18B-C y E). Las IPSCs de la conexion FS—NEM mostr6é tiempos al pico y
duracion mas rapidos (Fig. 18F), ademas de mostrar una mayor amplitud
promedio: 56 £ 12 pA vs. 23 = 4 pA de la conexion NEM—NEM, respectivamente
(P < 0.01; Mann-Whitney's U test) (Kods et al., 2004; Gustafson et al., 2006). Pero
cuando normalizamos la amplitud de las IPSCs promedio de cada condicion,
observamos que las conexiones GP—-NEM y NEM—NEM son practicamente
idénticas (Figura 18F), y claramente diferentes de las IPSCs de la conexién

FS—NEM.



En resumen, esta es la primera demostracion experimental clara de que la
estimulacion de campo desde el GP es capaz de aislar, practicamente sin
contaminantes, a las sinapsis entre las NEMs. Un aislamiento de esta calidad no
se obtiene, ni siquiera, con las colaterales de Schaffer en el hipocampo. Se podria
pensar entonces que, la conexidn estriopalidal podria quizas hallarse tan aislada
como la conexion entre NEMs. Pero como discutiremos mas adelante esto no es

asi.

6.3.2 Plasticidad sinéptica de corto plazo de las sinapsis inhibidoras que
hacen contacto con las NEMs

La dinamica de corto plazo fue estudiada con trenes de diez estimulos (a
10, 20 y 50 Hz) dados cada 10 s. Como todas las frecuencias arrojaron los
mismos resultados cualitativos, decidimos analizar de manera detallada la
frecuencia intermedia de 20 Hz, que tiene relevancia fisiolégica pues es la
frecuencia mas observada en las NEMs in vivo y mas utilizada por los comandos
corticales que le llegan a las NEMs (Romo et al., 1992; Schultz y Romo, 1992).
Ademas, el intervalo entre espigas mas comunmente encontrado in vivo durante

[{

los “up states” es alrededor de 50 milisegundos (1/50 ms ~ 20 Hz) (Stern et al.,
1997).

Encontramos que las cinéticas de la STP de las conexiones GP—-NEM vy
NEM—NEM fueron virtualmente idénticas y muy diferentes a la cinética de la
conexion FS—»NEM (Fig. 19A-D). No obstante, la STP encontrada en las tres

conexiones fue la “depresion de corto plazo” (o STD: short term depression por

sus siglas en inglés).



Esta cinética ya habia sido reportada para la sinapsis NEM—NEM (Koods et
al., 2004; Gustafson et al., 2006). El indice de la STD (amplitud promedio del
IPSC;, dividido entre la amplitud promedio de las IPSCs7.1¢) fue de 5.13 £ 0.39 (n =
27; mediana 4.34, rango: 1.12 — 20) para la conexion poblacional GP—>NEM y de
4.52 + 0.87 para la respuesta unitaria NEM—NEM (n = 11; mediana 3.02, rango:
1.21 - 25) (P > 0.5; prueba de Kruskal-Wallis con comparacion pareada post hoc
utilizando la prueba de Dunn). La diferencia para la conexion FS—>NEM: 2.43 +
0.15 si fue significativa (n = 10; mediana 2.35, rango: 0.92 — 4.0; P<0.01; Kruskal-
Wallis mas prueba post hoc de Dunn). También ajustamos la suma de dos
funciones exponenciales a esta cinética (ec. 2; vg., Abbott y Nelson 2000; Zucker y
Regehr, 2002) para comparar la cinética de la STD de manera mas cuantitativa

(Fig. 19D). Se observaron diferencias significativas entre la conexion FS—>NEM y

la NEM—NEM en la constante de tiempo rapida o T4 (ec. 2, ver Métodos), fue de

87 + 11 ms para la conexion FS—-NEM y de 31 + 4 ms para la conexién
NEM—NEM (P < 0.05; Kruskal-Wallis mas prueba de Dunn post hoc). Sin
embargo, la constante de tiempo de la conexion NEM—NEM fue practicamente la
misma que la encontrada para la conexion GP—NEM: 31 + 2 ms. Una razén por la
cual este resultado puede ser clasificado de sorprendente es la siguiente, cuando
se estimulan las mismas fibras en la direccion ortodromica (Cooper y Stanford,
2001), la conexidén se contamina con la activacion polisinaptica dada por las
colaterales axonicas que interconectan a las neuronas palidales. Pero estamos
diciendo que las NEMs también se interconectan. Entonces, ¢ipor qué no se

contamina la cinética? Esto es, ¢por qué no observamos una mayor caida en la



conexion GP—NEM dada por la inhibicién provocada por las colaterales? La Unica
explicacion hipotética que tenemos en este momento es que la tasa de conexion
entre estas neuronas es sumamente baja: ~ 13% (ver arriba) para tener su efecto
a estas intensidades de estimulacion. Esto sugiere que la probabilidad de que las
neuronas estimuladas antidrobmicamente, y que estan haciendo contacto con la
NEM postsinaptica, estén conectadas entre si, es muy baja. Esto no sucede
cuando la conexion estriopalidal es la estudiada (las mismas fibras pero
estimuladas ortodromicamente) (Cooper y Stanford, 2001). Parece ser que la
densidad de conexiones laterales entre las neuronas palidales es mayor. Esto da
cuenta de la importancia de haber hecho esta comparacion.

Pero ademas, encontramos una correlacién significativa entre la amplitud
de las IPSCs cuando las graficamos en funcién del reciproco del coeficiente de
variacién al cuadrado (CV% proporcional al contenido cuantico y por tanto a la
amplitud promedio del “cuanto” de liberacion obtenido anteriormente) (Fig. 19E; n
= 6 experimentos para cada condicién; r* de al menos 0.9 + 0.01; p < 0.002 para
cada condicién) (Silver et al., 1998; Thomson, 2000b). Esto siguiere fuertemente
que el mecanismo de la STP es presinaptico tanto para la conexion FS—>NEM,
como para la conexion entre NEMs (GP—->NEM y NEM—>NEM). De hecho, las
correlaciones de las conexiones GP—->NEM y NEM—NEM fueron indistinguibles y
muy diferentes a la correlacion de la conexion FS—-NEM que se ve claramente
desplazada hacia la derecha sugiriendo mayor contenido cuantico (Fig. 19E)
(Kubota y Kaguaguchi, 2000; Biro et al., 2006). Estas correlaciones terminan por

descartar una contaminacion polisinaptica en la conexion GP—-NEM. Recordemos



que la cinética de la STD es muy particular de cada sinapsis, como una huella

digital electrofisiolégica (Abbott y Regehr, 2004; Thomson, 2000a, b; Zucker y

Regehr, 2002). Por lo que pensamos que ha quedado debidamente demostrado

que los protocolos para obtener las conexiones aqui denominadas GP—->NEM y

NEM—NEM nos dan las respuestas poblacional y unitaria, respectivamente, de los

eventos sinapticos entre NEMs (ver Discusion).

A partir de estos resultados, la hipotesis de trabajo implica que la

modulacién por agonistas dopaminérgicos (ver mas adelante) sera la misma con

ambos protocolos: GP—->NEM y NEM—NEM. Debido a que esta hipdtesis se

confirmé (ver abajo), los datos de ambos protocolos se agruparon para reforzar el

analisis estadistico.

Figure 19. Depresién de corto
plazo (STD) en las sinapsis que
interconectan a las NEMs. A-C.
Promedio de 20-24 trazos individuales
en negro con los tres protocolos. Se
muestran las respuestas a trenes de 10
IPSCs provocados a 20 Hz dados a
intervalos de 10 seg. A. IPSCs
poblacionales (GP—NEM). B. IPSCs
unitarias (NEM—NEM). C. IPSCs
unitarias ~ (FS—NEM). D. Se
promediaron varios experimentos para
cada condicion, luego de normalizar
para la amplitud de la IPSCu. E. Inverso
al cuadrado del coeficiente de variacion
de las IPSCs en funcion de la amplitud
de las mismas. Note que la pendiente
es diferente de cero. Estas
correlaciones descartan contaminacion
por acciones postsinapticas y sugieren
que la STD se da por mecanismos
principalmente presinépticos.
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6.3.3 Modulacién dopaminérgica de la STD entre NEMs

No existen muchos trabajos en las sinapsis del cerebro de los mamiferos
donde se demuestre que la STP puede ser modulada. La figura 20 muestra que un
agonista selectivo a receptores de la clase D1, el SKF 81297 (1 uM), incrementa la
STD registrada en las conexiones NEM—NEM (n = 3/5 pares registrados) y
GP—NEM (n = 5/12 registros poblacionales). Esto prueba la hipotesis expresada
mas arriba (ver Discusion).

Por lo tanto, el indice de la STD aumento significativamente (mediatS:E:M.)
de 3.3 £ 0.4 en el control a 9.7 + 3.7 en presencia del SKF 81297 (Figura 20H; n =
8; P < 0.03; T de Wilcoxon) en las sinapsis responsivas. Es muy importante
mencionar que el modelo actual de los GB postula a manera de hipotesis que hay
una segregacion de receptores en diferentes terminales. Los datos negativos
(sinapsis que no responden al agonista) son entonces altamente significativos,
pues nos dan la primera prueba experimental funcional de esta segregacion.

Nuestros resultados muestran ademas que el coeficiente de variacion (CV)
de la primera IPSC del tren se reduce en todos los casos en que hubo respuesta
alrededor de un 54 + 8 % en promedio, respecto del control (Fig. 20G; n = 8; P <
0.03; T de Wilcoxon). Al mismo tiempo, una prueba de varianza no paramétrica
(prueba F) muestra que hay un incremento significativo en la varianza de las
IPSCs después de el SKF- 81297 (P< 0.001; n = 8) en cada sinapsis responsiva al
agonista (Clements y Silver, 2000; Koos y Tepper, 2002). Esto confirma que la

modulacién esta mediada por receptores presinapticos (Guzman et al., 2003).



Adicionalmente, la T1 de la STD fue acelerada significativamente de 31 £ 3

a23x2ms (n=8; P <0.01; T de Wilcoxon; ver Fig.23B), sugiriendo que el
mecanismo de modulacion es la “redistribucion sinaptica” (Markram y Tsodkys,
1996; Tsodkys y Markram, 1997). La acciéon dopaminérgica fue bloqueada por el
antagonista selectivo de los receptores de la clase D4, el SCH 39393 (1 uM) (n =
4; Fig. 22A). Se utilizé un agonista no hidrolizable (e.g., Hernandez-Lopez et al.,
1997; 2000; Guzman et al., 2003) y se descartaron las respuestas inestables (ver
apéndice B) a los trenes. El agonista no distingue entre los receptores a dopamina

de los tipos D1 y Ds (ver Introduccion), problema que abordaré en la Discusion.
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Figura 20. La activacion del receptor a dopamina de la clase D: incrementa la STD en las sinapsis que
interconectan a las NEMs. A. NEM—NEM, de arriba hacia abajo: potenciales de accidn de la NEM presinaptica (20 Hz),
IPSCs promedio (trazo negro; condicion control) registrados en la NEM postsinaptica (los trazos grises son trazos
individuales como en la Fig. 19), IPSCs después de la aplicacion del agonista (trazos azules). B. Sobreposicion de los
trazos promedio en condicion control y durante la aplicacion del agonista (1 uM). C. Amplificacion del primer (1°) y décimo
(10°) eventos en ambas condiciones. D. GP—NEM: de arriba hacia abajo, estimulos presinépticos (flechas) provocados
por estimulacion de campo desde el GP: condicion control, y respuestas ante el mismo tren de estimulacion en presencia
del agonista. E. Sobreposicion de los trazos promedio en ambas condiciones. F. Amplificacion como en C. G. Coeficiente
de variacion (CV) control y durante la activacion del receptor clase D1 (P < 0.03; T de Wilcoxon). H. Indice de la STD
(IPSC1/IPSC7-10) en ambas condiciones (P < 0.03; T de Wilcoxon).

También fue investigada la accion del receptor a dopamina de la clase D,
en sinapsis unitarias (NEM—NEM) y poblacionales (GP—NEM) utilizando el
agonista selectivo no hidrolizable quinelorane (1 uM). La figura 21 muestra que
éste agonista reduce la STD en las sinapsis que interconectan a las NEM:
NEM—-NEM (n = 2/3) y poblacional: GP—NEM (n = 9/11). Como en el caso de
la accion clase Dy, la accién clase D, no estuvo presente en todos los casos (ver
Discusion) lo que sugiere cierto grado de segregaciéon. Pero todos los casos
responsivos fueron similares y la diferencia con el control fue significativa. El
indice de la STD cambio de 4.5 £ 0.6 en el control a 2.7 + 0.4 en presencia de
quinelorane (ver Figuras 21H; n = 11; p < 0.03; T de Wilcoxon). Asimismo, el CV
de la primera IPSC incrementé significativamente a 220 + 40% del control (P <
0.03; T de Wilcoxon); sugiriendo que la modulacion estd mediada por un
mecanismo presinaptico (Guzman et al., 2003). Pero al mismo tiempo la varianza

de la amplitud disminuyé (p < 0.05; n = 11; prueba F) en presencia del

quinelorane en cada experimento donde hubo respuesta (Fig. 21G). La T de la

STD incrementd de 31 £+ 2 a 42 + 4 ms (Fig. 23B; P < 0.03; T de Wilcoxon),

sugiriendo nuevamente un mecanismo de “redistribucion sinaptica” (Markram vy



Tsodkys, 1996; Tsodkys y Markram, 1997).

Al usar el quinelorane se tuvo

especial cuidado en descartar los casos que mostraron depresion de largo plazo

(ver apéndice B) ante la estimulacién repetitiva del tren. En cualquier caso, el

efecto del quinelorane fue completamente bloqueado por el antagonista selectivo

de la clase D5 sulpiride (1 uM) (n=4; Figura 22D).
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Figura 21. La activacion del receptor a dopamina de la clase D2 reduce la STD en las sinapsis que interconectan
a las NEMs. A. NEM—NEM: de arriba hacia abajo, potenciales de accién provocados en la NEM presinéptica (20 Hz),
IPSCs promedio (trazo negro; condicién control) registrados en la NEM postsinaptica (los trazos grises son trazos
individuales como en la Fig. 19), trazos en presencia del agonista quinelorane (1uM) (trazos rojos). B. Sobreposicion de
los trazos promedio en condicién control y durante la aplicacion del agonista. C. Amplificacion de la primera (1°) y décima
(10°) IPSC en ambas condiciones. D. GP—NEM: de arriba hacia abajo, estimulos presinapticos (flechas) evocados por
estimulacion de campo desde el GP, IPSCs poblacionales ante esta estimulacion: condicion control (en negro), y las
respuestas ante el mismo tren de estimulacion en presencia del agonista. E. Sobreposicion de los trazos promedio en
ambas condiciones. F. Amplificacion como en C. G. Coeficiente de variacion (CV) control y durante la activacion del
receptor D2 (P < 0.03; T de Wilcoxon). H. Indice de la STD (IPSC1/IPSCr.10) en ambas condiciones (P < 0.03; T de

Wilcoxon).
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Figura 22. Los antagonistas respectivos bloquean las acciones del SKF 81297 y el quinelorane. Ay D. Las
lineas gruesas representan promedios y los trazos grises registros individuales (n = 20-24) en cada condicion. B y E.
IPSCs normalizadas al pico de la IPSC: en la condicion inicial. Note el incremento en la STD después de quitar el
antagonista del receptor a dopamina clase-D1 (SCH 1 uM) en B, y el decremento en la STD después de lavar el
antagonista de los receptores clase-D2en E. C y F. Andlisis varianza-media (ver Métodos): se observa que la activacion
de receptores de la clase-D1 (A) y la clase-D2 (D) no cambia la pendiente inicial.

La figura 23B ilustra la media + S.E.M. de las funciones ajustadas (ec. 2 en
los Métodos) para la STD después de normalizar y promediar todos los casos
responsivos en presencia de SKF 81297 (azul) o quinelorane (rojo). Note que las
diferencias significativas son claramente observadas durante la parte inicial del
proceso, mientras que las diferencias en la parte final del mismo no son evidentes.
Esta imagen es tipica de la redistribucion sinaptica (Markram y Tsodkys, 1996;

Tsodkys y Markram, 1997), lo que fue confirmado modificando P, y la constante

de tiempo de recuperacion de la depresion (Trec) con el modelo de Tsodkys y

Markram (1997) programado en Igor (Figura 23 A) y donado amablemente por

Tibor Koos para la simulacion de nuestros experimentos.

Aunque en algunos casos no se observo efecto a los agonistas, fue posible
obtener la respuesta de ambos (SKF 81297 vy quinelorane), aplicados

secuencialmente, en un par de experimentos. Tomamos ventaja de estos



experimentos para realizar el analisis de varianza-media (Clements y Silver, 2000;
Kods et al., 2004). Un caso representativo es mostrado en la figura 23A.
Notablemente, la pendiente inicial (parametro A de la ec. 3 ver Métodos) de las
parabolas ajustadas no difiere significativamente en ninguna condicién y a pesar
de dejar libres los tres parametros durante el ajuste no lineal con el algoritmo de
Marquardt (parametro + error de estimacion): 9 + 1.1 para el control, 9 + 0.8 en
presencia de SKF 81297 (1 uM), y 10 £ 1.2 después de agregar quinelorane (1
uM). Estos resultados descartan la posibilidad de una accion postsinaptica para
explicar los efectos de los agonistas dopaminérgicos. También descartan el
mecanismo de “escalamiento sinaptico” (Biro et al., 2002) para explicar la
modulacién. Se descartaron ambas posibilidades porque la amplitud del “cuanto”
promedio (Qw en ec. 4 en Métodos), que depende de la pendiente inicial (A), no
cambio después de los agonistas: 8 £ 1 pA, 8 £ 0.7 pAy 9 + 1.1 pA para el control,
la accion del SKF 81297 y la del quinelorane, respectivamente. Por lo tanto, estos
resultados afirman un efecto presinaptico (Guzman et al., 2003; Salgado et al.,
2005), lo cual esta de acuerdo con la correlacién positiva encontrada entre la
amplitud de la IPSCs y su CV? (Fig. 18E) (Silver et al., 1998; Thomson, 2000b), y
con el concepto de redistribucién sinaptica (Figs. 22B y C) (Markram y Tsodkys,
1996; Tsodkys y Markram, 1997). De hecho, la amplitud de las parabolas
ajustadas es diferente si se deja libre el parametro B del cual depende N (Fig.
23A) (Clements y Silver, 2000), aunque la variabilidad intrinseca del “cuanto”

asociada a la conexion unitaria dificulta precisar a qué se debe el cambio



presinaptico, si a Nmin o a Pn, (Pn: probabilidad de liberacion y Nmin: numero de
sitios de liberacion; ver ecs. 3, 5y 6 en los Métodos, ademas de ver la Discusion).
Juntos, estos resultados demuestran que el sistema dopaminérgico puede
tener acciones importantes a nivel del microcircuito del NE, porque es capaz de
cambiar/redistribuir la probabilidad de liberacion entre las terminales sinapticas de
una misma conexion. De manera interesante, la direccion de esta redistribuciéon
depende de los receptores a dopamina. La clase D¢ incrementa la STD, mientras
que la clase D, decrementa la STD. Claramente no todas las sinapsis
respondieron a los agonistas, sugiriendo que algun nivel de segregacion esta
presente a nivel de las terminales sinapticas. Sin embargo, hubo terminales
sinapticas que respondieron a los agonistas de ambos receptores (Geldwert et al.,

2006: Mizuno et al., 2007; Wu et al., 2006).
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Figura 23. La redistribucion de la eficacia sinaptica es el mecanismo responsable de la modulacion presinaptica
dopaminérgica de la STD por activacion de los receptores a dopamina. A. Anélisis varianza-media en una NEM que
respondio a los agonistas de ambas clases (n = 2) de receptores. B. Imagen representativa de la redistribucion sinaptica
(Tsodyks y Markram, 1997; Abbott y Nelson, 2000). (NEM—NEM y GP—NEM agrupadas) Respuesta D1 (azul: media
S.E.M.) y respuesta D2 (rojo). C. Simulacién con el modelo de Tzodyks y Markram (1997), los pardmetros que difieren de

la curva azul a la curva roja son: Ppy(D1) = 0.6 @ Py (D2)= 0.2y Trec (D1) = 320 mS & 7rec (D2) = 200 ms. Ppy: probabilidad

de liberacion promedio, 7. = constante de tiempo de la recuperacion de la depresion (indica rellenamiento de la poza de
liberacion rapida de vesiculas). Note que a mayor vaciamiento, las terminales tardan mas en recuperarse, si no se mueve
este parmetro en la simulacion, no se pueden reproducir los experimentos.



6.3.4 Modulacion dopaminérgica de la sinapsis entre interneuronas Fast
spiking y NEMs.

Para el estudio de la STD en la conexion FS—NEM se utilizaron registros
de pares de neuronas. El agonista selectivo D1, SKF 871297 (1 uM), incremento las
IPSCs unitarias en uno de cuatro pares (n = 1/4) mientras que el agonista
selectivo D2, quinelorane (1 uM), decrementd las IPSCs unitarias en tres de cuatro
casos (n = 3/4).

Tres conexiones FS—>NEM mostraron una respuesta al quinelorane con
una reduccion promedio de la /PSC del 66 + 1%. Un caso representativo esta
ilustrado en la figura 24B-D. Note que este caso no respondié al SKF 81297. No
obstante la reduccion en la amplitud observada después del quinelorane (Fig.
24B), el indice de la STD no cambio significativamente (Fig. 23C): de 2.7 + 4 en
control a 2.6 + 0.5 en presencia de quinelorane. Esto es, una modulacion
presinaptica de la fuerza de la conexién no necesariamente lleva a la modulacién
de la STD. De todas maneras investigamos el sitio de accidén de este efecto por
medio del analisis varianza-media (ver métodos), ademas de analizar el CV de la
IPSC+. Ninguno de los tres casos que respondieron a quinelorane exhibié un
cambio en la pendiente inicial de la parabola ajustada, a pesar de mostrar cambios
en la amplitud y en la varianza, que sugieren que la modulacion es de origen
presinaptico (Fig. 24D).

El caso que respondié al D4 (Fig. 23E) lo hizo con un aumento en amplitud
de la corriente del 159 %. Como en los caso del agonista D,, esta acciéon no
interfirid con la STD. El analisis varianza-media mostrd sin embargo que aqui si

hay entremezclada una accién postsinaptica (Flores-Hernandez et al., 2000).
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Figura 24. Los receptores dopaminérgicos no modulan la STD de la inhibicion FS—NEM. A. Algunas
conexiones FS—NEM no respondieron a ningln agonista dopaminérgico. B. De arriba hacia abajo: potenciales de
accion presinapticos en una interneurona-FS, IPSCs registrados en una NEM postsindptica a la misma, en control
(negro), durante la aplicacién de SKF 81297 (1 uM) (azul) y durante la aplicacién adicional de quinelorane (1 uM) (rojo).
Los trazos promedio estan expandidos y sobrepuestos (D1y D). C. No hubo cambios significativos sobre la dinamica de
la STD durante la activacion de los agonistas dopaminérgicos en esta conexion. D. Andlisis varianza-media de las IPSCs
del experimento en A: no hubo cambios significativos en la pendiente inicial de la parabola después del quinelorane
aunque si cambia el ancho de la misma (N y/o P). Sin embargo, note que la variabilidad cuantica es la que quizas impide
encontrar un ajuste significativamente diferente. (parametro B ec. 3, ver métodos). E. Conexién FS—SPN que respondié
al SKF 81297. F. Cambio en la pendiente inicial indicando modificaciones postsinapticas.



Resumen de la 32 parte de los resultados:

1.

Las conexiones NEM—NEM y GP—NEM aislan la misma sinapsis. Son las

versiones poblacional y unitaria de la sinapsis entre NEMs, respectivamente.

. La fuerza sinaptica “promedio” es mayor en la sinapsis FS—NEM que en la

NEM—NEM.

. La plasticidad sinaptica de ambos tipos de inhibicion (FS—-NEM vy

NEM—NEM) fue la depresion de corto plazo (STD). Sin embargo, la STD de

la conexion FS—NEM es mas lenta.

. La activacion de los receptores a dopamina de la clase D1 aumenta la STD,

mientras que la activacion de receptores a dopamina de la clase D

disminuye la STD.

. Ambas clases de receptor (D1 y D) parecen estar presentes en la conexion

FS—NEM, sin embargo, ninguno modificd la STD de la misma.



Dopaminergic modulation of short term synaptic
plasticity at striatal inhibitory synapses
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Abstract. Circuit properties, such as the selection of motor synergies, have been
hypothesized as relevant tasks for the recurrent inhibitory synapses between spiny
projection neurons of the neostriatum; a nucleus of the basal ganglia participating
in procedural learning and voluntary motor control. Here we show how the
dopaminergic system regulates short term plasticity (STP) in these synapses. STP
is thought to endow neuronal circuits with computational powers such as gain
control, filtering, and the emergence of transitory net states. But little is known
about STP regulation. Employing unitary and population synaptic recordings we
observed that activation of dopamine receptors can modulate STP between spiny
neurons. A D1-class agonist enhances whereas a D2-class agonist decreases short
term depression; most probably via synaptic redistribution. Presynaptic receptors
appeared to be responsible for this modulation. In contrast, STP between fast-
spiking interneurons and spiny projection neurons is largely unregulated in spite of
expressing presynaptic receptors. Thus, the present experiments provide a novel
explanation of dopamine actions at the circuit level: the control of STP between
lateral connections of output neurons and the reorganization of the balance
between different forms of inhibitory transmission. Theoretically, D1 receptors
would promote a sensitive responsive state for temporal precision (dynamic
component) whereas D2 receptors would sense background activity (static
component).



7. DISCUSION

La seleccion y organizacion de las sinergias motoras depende de la
inhibicion reciproca entre neuronas espinosas medianas (Groves, 1983; Wickens
et al.,, 1991; Beiser y Houk, 1998; Wickens y Oorshchot, 2000; Bar-Gad y
Bergman, 2001; Plenz, 2003; Nicola et al., 2004; Kods et al 2004a, b; Latash et al.,
2005; Silkis, 2006). La presente tesis muestra evidencia experimental de que el
proceso que controla la plasticidad sinaptica de corto plazo en la inhibicion
reciproca entre neuronas espinosa medianas, la depresion de corto plazo o STD,
esta modulado por el sistema dopaminérgico, el cual regula los canales de calcio
que controlan la liberacion, y en consecuencia, modifica la probabilidad de
liberacion. Esto es, la probabilidad de liberacion se redistribuye entre las
terminales, permitiendo a las sinapsis cambiar su capacidad de transmitir
informacion (Tsodiks y Markram, 1997; Abbott et al., 1997; Abbott y Regehr,
2004).

Las diferentes entradas inhibidoras a la neurona espinosa mediana pueden
ser puestas de manifiesto con estimulacion de campo.

Se investigo la posibilidad de activar diferentes fuentes de inhibicion sobre
las NEMs por medio de la estimulacién de campo. Esta investigacion se basé en
dos hechos: 1) los registros de pares de neuronas sindpticamente conectadas han
mostrado que las sinapsis de diferentes origenes presentan propiedades
funcionales distintas (Gibson y Connors, 2003; Jonas et al. 2004; Whittington y
Traub, 2003) y 2) la evidencia disponible mostraba que esto también sucedia en el

neoestriado (Kawaguchi et al., 1995; Kods y Tepper, 1999; Kubota y Kawaguchi,



2000). Esto sugirio que las propiedades funcionales de las diferentes sinapsis
GABAérgicas dentro del neoestriado podrian ponerse de manifiesto con, por
ejemplo, las curvas intensidad-amplitud y los canales de calcio utilizados para la
liberacion del transmisor. Asi, registrando /PSCs provocados por estimulacion de
campo en NEMs postsinapticas, pudimos observar diferentes propiedades
funcionales de las sinapsis inhibidoras cuando la estimulacion se realizaba desde
el globo palido (GP—NEM) o en el mismo neoestriado (NE—->NEM).

Con el protocolo GP—NEM, se provocaron IPSCs con amplitud maxima
(Amax) de =150 pA, y un factor de reclutamiento (k) de =10 pA por unidad umbral.
El estimulo necesario para llegar al 50 % de la amplitud maxima (/h) estuvo muy
cerca de la estimulacién umbral (1.3 unidades umbral), sugiriendo que estaba
estimulando fibras y/o terminales con propiedades muy similares (Tabla 1). Estas
IPSCs fueron sensibles a &-CgTx y @w-AgaTK (PD14) indicando que tanto los
canales de calcio de tipo N (CaVv2.2) como los de tipo P/Q (CaV2.1) estaban
implicados en la liberacion del neurotransmisor. En cambio, la estimulacion
NS—-NEM evocé dos tipos de IPSCs. Ambas mostraron una amplitud maxima
(Amax) alrededor del doble que la obtenida estimulando en el GP (=300 pA),
sugiriendo que la fuerza sinaptica es mayor en las sinapsis estimuladas con este
protocolo (Kita, 1993, 1996; Delgado et al., 2000). Sin embargo, el factor de
reclutamiento fue menor: ~ 4 pA / unidad umbral, indicando una mayor dispersion
y variedad anatomica de fibras aferentes y/o terminales alrededor del electrodo de
estimulacién; incluso probablemente, diversas velocidades de conduccién

(Erlanger y Gasser, 1937). Estos datos sugieren que la estimulacion intraestriatal



activa diversas clases de entradas inhibidoras, mientras que desde el GP se halla
mayor uniformidad.

La hetereogeneidad en el NE era esperada, pues hay distintos tipos de
interneuronas ademas de las mismas colaterales axonicas que interconectan a las
NEMs (e.g., Jonas et al., 2004; Whittington y Traub, 2003). Esto se corroboré al
ver que un grupo de sinapsis intraestriatal (ca., 50 %) mostr6 una menor
sensibilidad a la «-CgTx que el otro grupo que de manera casi exclusiva utiliza al
canal P/Q para la liberacién. El grupo sensible a la w—CgTx también fue sensible a
la @-Aga TK. Asi, hubo diferencias funcionales entre las sinapsis estimuladas con
el protocolo GP—-NEM vy las provocadas con el protocolo NE—>NEM. Concluimos
que acaso se podrian aislar mas especificamente las diferentes fuentes de
inhibicion sobre estas neuronas. Por lo que el interés de la tesis recay6 en las
sinapsis que parecia se podian aislar mas homogéneamente estimulando desde el
GP: esto es, las sinapsis de la inhibicion lateral entre las NEMs. Trabajos futuros

podran enfocarse a las sinapsis que se activan dentro del mismo NE.

Las sinapsis de las NEMs, activadas por estimulacion desde el globo palido
(GP—-NEM), se originan exclusivamente de los axones colaterales que
interconectan a las NEM.

Aparte de la homogeneidad funcional descrita arriba, una serie de
evidencias se han ido acumulando para afirmar que con estimulacion de campo

desde el GP, se estimula un solo tipo de sinapsis sobre las NEMs, sin

contaminantes; hecho de gran relevancia fisiol6gica y farmacoldgica. Estos son:



1. En un trabajo previo, se destruyeron las neuronas intrinsecas del GP
(eliminando la conexion palido-estriatal; Bevan et al., 1998; Kita y Kita 2001) y se
obtuvieron /IPSCs sobre las NEMs, similares a los descritos aqui (Guzman et al.,
2003).

2. La estimulacion desde el GP puede evocar potenciales de accion antidromicos
en las NEMs cuando la neurona es registrada sin QX-314 en la pipeta de registro
(ver apéndice C).

3. La aplicacion local de glutamato en el GP, no incrementa la presencia de las
IPSCs espontaneas en las NEM (Guzman et al.,, 2003), mostrando que las
sinapsis de neuronas palidales sobre la NEM son escasas.

4. A la edad PD14, estas sinapsis utilizan los canales de calcio de los tipos N
(Cav2.2) y P/Q (CaVv2.l) para la liberacibn de neurotransmisor. Los mismos
canales se encuentran en la membrana somatodendritica de las NEMs a esta
edad. Sin embargo, a edades posteriores (PD40), tanto la membrana
somatodendritica de las NEMs, como las terminales estimuladas desde el GP,
muestran una reorganizacion de los canales de calcio llegando a un predominio de
los P/Q (CaV2.1), y reduciéndose mucho la influencia de los N (CaVv2.2).

5. Encontramos que las IPSCs de la via pdlido estriatal [GP—FS] tiene
propiedades funcionales muy distintas a las encontradas en las NEMs.

6. No encontramos diferencias significativas en los parametros de forma (“shape
index”) tales como la duracién a la amplitud media y el tiempo al pico, entre la
respuesta provocada por estimulacién de campo desde el GP y la obtenida entre

pares de NEMs.



7. No encontramos diferencias significativas en la cinética de la STD entre la
respuesta provocada por estimulacion de campo desde el GP y la obtenida entre
pares de NEMs. Recordemos que la cinética de la STP de una sinapsis es muy
particular.

8. Al investigar la modulacion dopaminérgica presinaptica que modula la STD
entre pares de NEMSs, resulto ser virtualmente idéntica a la obtenida al estimular

antidromicamente desde el GP.

Juntos, estos datos indican fuertemente que las IPSCs registradas en una
NEM por estimulacion de campo en el GP son corrientes aisladas de uno sélo tipo

de sinapsis, la que conecta a las NEMs entre si.

La estimulacion intraestriatal (NE—NEM) evoca IPSCs provenientes
principalmente de interneuronas

Evidencias reportadas previamente sugieren que la estimulacién de campo
intraestriatal estimula, a distancias mayores de 500 um, y de manera
predominante, las sinapsis de las interneuronas locales sobre las NEMs (Jaeger et
al. 1994; Kita 1993, 1996; Koos y Tepper, 1999; Tepper et al., 1998; Delgado et
al., 2000). Otras evidencias que respaldan esta aseveracion son:

1. En la corteza y en el neoestriado, los contactos registrados entre neuronas
principales decaen a cero cuando nos alejamos a mas de 250 um en los registros
de pares de neuronas (Hellwig, 2000; Holmgren et al., 2003; Kods y Tepper, 1999;
Tunstall et al., 2002). Sin embargo, los contactos entre interneuronas y la neurona

principal no decaen significativamente a estas distancias (Holmgren et al., 2003),



pues la arborizacion axonal de las interneuronas ocupa mucho mas volumen
(Gupta et al., 2000; Tepper y Bolam, 2004). Como en esta tesis la distancia
utilizada entre el electrodo de registro y el electrodo de estimulacién nunca fue
menor a 0.5-1.0 mm, se infiere que las IPSCs venian de las interneuronas.

2. A pesar de que la distancia entre los electrodos de registro y de estimulacion
fue la misma, la amplitud maxima (Amax) promedio alcanzada es mayor en el caso
de la estimulacion intraestriatal (Kita 1993; Kods y Tepper, 1999; Koos et al.,
2004). Esto resultados se correlacionan con el hecho de que existe una menor
amplitud en la conexidn entre pares de NEMs que entre interneuronas FS'y NEMs
(Koés et al., 1999; Kods et al., 2004; Gustafson et al., 2006). No sélo eso, la
correlacion entre la amplitud de las corrientes sinapticas y CV* (proporcional al
contenido cuéantico) fue mayor en las conexiones FS—NEM. Esto concuerda con
que se ha reportado que interneurona deja mas botones, y mas grandes, sobre
una espinosa mediana, que los que dejan otras NEMs (Kubota y Kawaguchi,
2000).

3. Las funciones logisticas ajustadas a las curvas /-A eran heterogéneas, con una
pendiente o factor de reclutamiento que acaso refleje la variedad de interneuronas
(Kawaguchi et al., 1995; Tepper y Bolam, 2004).

4. Algunas interneuronas presentan DPP y otras FPP (Gupta et al., 2000; Gibson y
Connors, 2003). Ambas respuestas fueron observadas utilizando estimulacion de
campo en el NE.

5. Las IPSCs provocadas intraestriatalmente que mostraron poca sensibilidad a la

w-CgTx, presentaron DPP, sugiriendo una alta probabilidad de liberacion.



Caracteristicas propias de las interneuronas Fast spiking (Poncer et al., 1997,
2000) y corroboradas por nosotros en pares FS—>NEM.

En otros casos la estimulacién intraestriatal procovo IPSCs que exibian FPP
y gran amplitud (Amax). Se sugiere que esta conexion probablemente se origina de
otro tipo de interneurona (Gupta et al., 2000; Tepper y Bolam, 2004), digna de ser
aborada en trabajos posteriores.
6. La modulacién dopaminérgica sobre las terminales de las interneuronas tipo
“Fast spiking” (inmunopositivas a parvalbumina) regula la fuerza de la conexién sin
afectar la plasticidad sinaptica de corto plazo. Hjelmstad en el 2004, reporté que
las IPSCs evocadas con estimulacion de campo sobre una NEM, a pesar de ser
moduladas por dopamina, no afectan la plasticidad de corto plazo (STP). Juntos,
estos resultados muestran evidencia de que el protocolo de estimulacién
intraestriatal evoca IPSCs sobre una NEM que provienen preferentemente de

interneuronas.

Canales de calcio utilizados para la liberacién

El canal de calcio de tipo P/Q (Ca,2.1) es el mas importante para la
transmision sinaptica GABAérgica en el neoestriado. Tanto en las sinapsis
pertenecientes a las colaterales axénicas de las NEMs como en la mitad de las
sinapsis provenientes de interneuronas. Cuando los canales N (Ca,2.2) y P/Q
(Ca,2.1) resultaron importantes, se presentd un fendmeno conocido como
“superaditividad” (Wu y Saggau, 1997), que esta presente en muchas sinapsis del

sistema nervioso.



La reorganizacion de los canales de calcio que controlan la liberacion de
neurotransmisor durante el desarrollo lleva a su vez a un cambio en la
senalizacion dopaminérgica de la clase D,

La reorganizacion de los canales durante el desarrollo de las terminales de
las NEMs es como sigue: la contribucion de los canales de tipo N (CaVv2.2)
disminuye mientras la del tipo P/Q (CaV2.1) aumenta. Esta reorganizaciéon ha sido
observada otras sinapsis (lwasaki y Takahashi, 1998; Iwasaki et al., 2000;
Verderio et al., 1995). Sin embargo, parece ocurrir a tiempos mas tardios en las
sinapsis que interconectan a las NEMs (cf., lwasaki et al., 2000; ver Tepper et al.,
1998; Colwell et al., 1998).

Las NEMs expresan receptores a dopamina de la clase-D; (e.g., Aizman et
al., 2000; Surmeier et al., 1993, 1996). El numero de estos receptores se
incrementa durante la tercera y cuarta semana postnatales (Broaddus y Bennett,
1990), al mismo tiempo que llega la dltima oleada de terminales dopaminérgicas
para inervar al NE (Antonopoulos et al., 2002). Los canales de calcio de tipo N
(CaVv2.2) son el blanco de la modulacion dopaminérgica a edades tempranas
(PD14). Pero ya no lo son a edades tardias (PD40). En estas ultimas, el blanco de
la modulacion dopaminérgica es el canal de calcio tipo P/Q(CaV2.1). En otras
palabras, la sefalizacion se modifica adquiriendo un nuevo blanco, aquél que se
convierte en el canal mayoritario, y desechando el blanco juvenil, aquél que va
reduciendo su importancia. Sin embargo, la reorganizacion paralela de los canales
y su modulacién se organizan de tal manera que, en términos absolutos, es la

misma en ambas edades.



Pensamos que los canales de tipo P/Q (Ca,2.1) se convierten en la
molécula mediante la cual la dopamina controla la liberacion pues:
1. Los canales de calcio de tipo L no participan en la liberacion de neurotransmisor
entre NEMs (Tecuapetla et al., 2005b; Wu y Saggau, 1997).
2. Los canales de calcio tipo P/Q (CaV2.1l) son los canales principales que
controlan la liberacion.
3. Los canales de calcio de tipo P/Q (CaV2.1) son desfosforilados por la activacion
del receptor D, en la membrana somatodendritica de las NEMs adultas (Salgado

et al., 2005).

La modulacién presindptica por receptores D, distingue la inhibicién
neoestriatal (Centonze et al., 2003; Cooper y Stanford, 2001; Guzman et al., 2003;
Momiyama, 2003) de la entrada inhibidora que pudiera originarse de la proyeccion
palido estriatal (Bevan et al., 1998, Kita y Kita, 2001); la cual se sabe, es
insensible a los agonistas selectivos del receptor D, (Cooper y Stanford, 2001;

Shin et al., 2003).

¢.Cual es el impacto funcional de la reoganizacion de los canales de calcio de
las terminales?

A los canales de calcio de tipo N (CaV2.2) y P/Q(CaV2.1) les corresponden
terminales que exhiben dos tipos radicalmente diferentes de plasticidad de corto
plazo. Asi, los canales de tipo N (CaV2.2) favorecen la facilitacién de corto plazo,
mientras que los de tipo P/Q (CaV2.1) favorecen la depresiéon de corto plazo

(Scheuber et al. 2004).



Los experimentos en animales PD714 mostraron que la estimulacion
GP—NEM podia encontrar sinapsis que se facilitaban o se deprimian cuando se
daban pulsos pareados. En cambio, en los animales PD40 sélo se encontrd
depresion (Scheuber et al., 2004; Salgado et al., 2005). Esto quiere decir que la

STD es una propiedad de estas sinapsis que se potencia en el animal adulto.

Modulacion dopaminérgica de la depresion sinaptica de corto plazo (STD)

El grado de STD determina la frecuencia limite' para la transferencia de
informacion en las sinapsis, es decir marca cuando una sinapsis pasa de transmitir
fielmente la frecuencia de la presinapsis a la postsinapsis, a transmitir solo los
cambios de frecuencia (Tsodyks y Markram, 1997; Abbott et al., 1997). En general
encontramos sinapsis que hacen una u otra cosa. En la presente tesis estamos
mostrando que la misma sinapsis puede hacer las dos cosas pues se puede
modular su nivel de STD. Esta modulacion la realiza la dopamina. En otras
palabras, la dopamina probablemente regule la sincronizacion entre redes
neuronales del estriado (Tsodyks y Markram, 1997; O’'Donovan y Rinzel, 1997;
Abbott et al., 1997; Thomson, 2000b; Fuhrmann et al., 2002; Abbot y Regehr,
2004). Esto, podria modular la precision de la seleccion y organizacion de las
sinergias motoras para realizar actos voluntarios. Esto es, la dopamina permite un

ajuste continuo del nivel de sincronia de la red.

! Frecuencia a partir de la cual la amplitud estacionaria de un tren de entradas sinapticas disminuye en
proporcion inversa a la frecuencia, lo cual determina que las conexiones sinapticas puedan transmitir
informacion sdlo en el momento en que suceden cambios de frecuencia. Esto hace que cuando hay mucha
STD solo se transfieran los cambios. En cambio, cuando hay poca STD la neurona postsinaptica puede seguir
la frecuencia de la presinapsis, de manera tonica o continua (Tsodyks y Markram, 1997).



La STD es incrementada por la activacion del receptor a dopamina de la
clase-D1, lo que proporcionaria al circuito (“feedback”) la capacidad de responder
a cambios transitorios de frecuencia (Abbott et al., 1997) fortaleciendo la inhibiciéon
entre NEMs activadas por la corteza (Wilson, 2004). Asi, probablemente, se
ayudaria a seleccionar qué programas de movimientos se va a activar (Grillnet et
al., 2005). Se facilitarian los cambios bruscos entre programas. Esto da lugar a un
sistema fasico de detecciéon de comandos corticales, especializado en transferir
los cambios.

Por otro lado, la activacion de receptores a dopamina de la clase D,
disminuye la STD, lo que ajusta el microcircuito para mantener una respuesta a
niveles basales de actividad (ver Abbott et al., 1997; Silberberg et al., 2004,
Richardson et al., 2005) y transferir los cambios continuos o basales.

Hubo terminales que no fueron afectadas por alguno de los agonistas,
respaldando la hipétesis de la segregacion de los receptores dopaminérgicos en
diferentes terminales sinapticas. Se tiene evidencia de que los receptores D;
predominaria en la via directa y los D, en la indirecta (Gerfen et al., 1990; 2000).
Si este fuera el caso podemos hipotetizar que la via directa es la base estructural
del componente dindmico del circuito, mientras que, la via indirecta constituye el
componente estatico, y en este sentido, ambas vias serian complementarias una a
la otra (Albin et al., 1995; Silkis, 2006). Sin embargo, algunas conexiones unitarias
(NEM—NEM) respondieron a los dos agonistas de ambas clases de receptores
(tanto D; como D), sugiriendo algun grado de co-localizacion de los receptores

(Yan et al., 1996; Deng et al., 2006; Geldwert et al., 2006; Mizuno et al., 2007).



Es importante mencionar que los agonistas empleados no distinguen entre
los tipos de receptor que pertenecen a cada clase de receptor (SKF 81297 es
agonista para los receptores D; y Ds; mientras que el quinelorane es agonista para
receptores D,, y D3). El hecho de que las dos vias se complementen (via directa e
indirecta) es logico (Deng et al., 2006), pues cada “set” de movimientos
coordinados puede tener grupos de musculos designados para realizar acciones
rapidas en secuencia (componente dinamico), y otros musculos designados para
preservar el tono necesario para el mantenimiento de la postura (componente
estatico). Por lo tanto, al menos respecto a la STD, los receptores no pueden ser
visualizados como opuestos sino como parte del mismo control. Una prediccion de
esta idea es que cuando éste control se pierde, el sistema se puede dirigir hacia
uno de los extremos (e.g. en la enfermedad de Parkinson).

El otro blanco de la modulacién dopaminérgica en el neoestriado son las
interneuronas y sus terminales sinapticas (Tepper y Plenz, 2004), las cuales
controlan la salida de las NEMs (Nisenbaum y Berger, 1992; Berke et al., 2004;
Mallet et al.,, 2005). Las interneuronas tipo “Fast spiking” son despolarizadas
postsindpticamente por la dopamina a través del receptor D; (Bracci et al., 2002).
En la mayoria de los casos no se observaron acciones presinapticas, de acuerdo
con reportes previos (Nicola y Malenka, 1998; Guzman et al., 2003). S6lo en un
caso (de cuatro) se observo un incremento en las /IPSCs acompafiado de una
disminucién en el tamafio del “cuanto” (Fig. 24F) (Flores-Hernandez et al., 2000).
Un caso similar ha sido reportado en la corteza prefrontal (Gonzalez-Islas y

Hablitz, 2001). No se observaron cambios en la STD.



La inhibicion presinaptica de las sinapsis de las interneuronas por la
activacion del receptor D, habia sido previamente sugerida (Delgado et al., 2000).
La observamos en tres de cuatro (75 %) registros de pares FS—NEM.
Notablemente, la STD tampoco sufri6 cambios. Puede haber modulacion
presinaptica de la fuerza sinaptica sin afectar la plasticidad de corto plazo (Hefft y
Jonas, 2005). Esta tesis muestra este fendmeno por primera vez en el NE.
Recordemos que todas las interneuronas del telencéfalo tienen el mismo origen
embrionario (Marin et al.,, 2000; Xu et al., 2004). Se infiere de esto que la
modulacion de la STD en este tipo de interneuronas no depende de condiciones
post diferenciacion (ver Sippy et al., 2003).

El hecho de que el sistema dopaminérgico cambia la STD en unas
conexiones y no en otras puede llevar a un re-arreglo en el balance funcional entre

los diferentes tipos de inhibicién (Tepper y Plenz, 2004; Richardson et al., 2005).

La modulacion presinaptica de la liberacion de neurotransmisores es mucho
mas que la regulacion de la fuerza sinaptica

La plasticidad de corto plazo depende principalmente de la presinapsis en la
mayoria de las sinapsis estudiadas a la fecha, aunque algunos mecanismos en la
postsinapsis como la desensibilizacion de los receptores pueden tener
participacion en algunas sinapsis (Jensen et al., 1999; Gupta et al., 2000). Esto
significa que el parametro principal en el control de la plasticidad es la probabilidad
de liberacion y la tasa del restablecimiento de las vesiculas en los sitios activos de
la terminal (Tsodyks y Markram, 1997; Thomson, 2000a; Brenowitz y Trussell,

2001; Rosov et al 2001; Hefft y Jonas 2005; Wang et al., 2006). Esto es, la



probabilidad de liberacion de cada sitio de liberacion se esta configurando todo el
tiempo y es distinta en cada sitio de liberacion. Lo que hace la modulaciéon es
reconfigurar estas probabilidades originando la redistribucidén sinaptica.

La probabilidad de liberacion depende de la dindmica del calcio de la
terminal (Zucker y Regehr, 2002; Rosov et al., 2001; Felmy et al., 2003; Rusakov y
Fine, 2003; Bollmann y Sakman, 2005; Xu y Wu, 2005). Pero la dinamica de calcio
en la presinapsis refleja el “uso” o “historia” de la actividad de la red (Tsodyks y
Markram, 1997; Thomson, 2000a; Rosov et al.,, 2001; Fuhrmann et al., 2002,
Froemke y Dan, 2002; Thomsom et al., 2002; Silberberg et al., 2004; Xu y Wu,
2005). La probabilidad de liberacion puede ser modulada por receptores
presinapticos (Schuman y Madison, 1991; Shibuki y Okada, 1991; Borst y
Sakmann, 1998; Geiger y Jonas, 2000; Parnas et al., 2000; Wilson y Nicoll 2001;
Kreitzer y Regehr, 2001; Guzman et al., 2003; Salgado et al., 2005; Brenowitz y
Regehr, 2005; Namiki et al., 2005; Geldwert et al., 2006). Por tanto, los receptores
presinapticos pueden ser concebidos como sensores y reguladores de la dinamica
y las propiedades computacionales del circuito, y no simplemente, como
moduladores de la fuerza de las conexiones.

Por ejemplo, las manipulaciones que reducen la probabilidad de liberacion
enlentecen la constante de tiempo de la depresién produciendo una menor STD.
Esto no modifica la amplitud de los ultimos /IPSCs en un tren. Esta es la imagen
caracteristica de la redistribucion sinaptica en las sinapsis que presentan STD
(Markram et al., 1996; Tsodyks y Markram, 1997; Abbott y Regehr, 2004; Wang et
al., 2006). Este mecanismo parece ser el seleccionado por la modulacién

dopaminérgica en las sinapsis que interconectan a las NEMs para modular la STD.
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Las interneuronas del neoestriado presentan oscilaciones en el potencial de membrana. A.
Respuesta en voltaje ante pulsos hiper y despolarizantes (no mostrados) de una intereneruona
tipo “fast spiking” (FS). B. En la preparacion utilizada en esta tesis (ver métodos) oscilaciones del
potencial de membrana en una FS solo aparecen ante la co-aplicacion de NMDA (15 uM)y
muscarina (5 uM). C. En otra interneurona FS que solo presento oscilaciones sub-umbrales, la
despolarizacion con inyeccion de corriente (~20 mV) hizo mas robusta esta oscilacion
convirtiéndola en supra-umbral. D. Respuesta en voltaje ante pulsos hiper y despolarizantes de
una intereneruona tipo “low threshold spike” (LTS). E. La administracion de NMDA (10 uM) induce
la presencia de oscilaciones en el voltaje que son suprimidas por niquel (40 uM) (F panel de
abajo). Este tipo de interneuronas presento oscilaciones espontaneas aun en ausencia de NMDA.
F. La oscilacion en el potencial de membrana de manera espontanea en una interneurona LTS es
ilustrada en F (panel de arriba). Los paneles de la derecha en B, C, E y F corresponden a
histogramas del potencial de membrana. Note que la presencia de dos picos en los histogramas
corresponde a oscilaciones en el potencial de membrana.
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Depresion de largo plazo entre NEMs. Algunas conexiones NEM—NEM mostraron depresion
de largo plazo (LTD) después del 10°-15° tren de estimulacion. Al. Experimento representativo
de un par de NEMs sinapticamente conectadas donde no observamos el fendmeno de LTD.
(Esto es lo que consideramos una condicion control estable para la realizacion de experimentos
de modulacion). Arriba del 1°-20° tren de estimulacion, abajo 10°-30° tren de estimulacion
(promedio y trazos individuales, negro y gris respectivamente). A2. Curso temporal del IPSC; de
Al. A3. Andlisis de medias contra varianzas de los datos mostrados en Al. B. Experimento
representativo de una conexion unitaria (NEM—NEM) en la cual identificamos que el fendmeno
de LTD tiene origen presinaptico (B3). Note que la pendiente inicial de las pardbolas no cambia,
lo cual indica que el cambio en amplitud es a nivel presinaptico (Clemnts y Silver, 2000)
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/{ m |2 FrFo
GP

GP =pNEM

10 ms
|40mV | | ‘|0_5nA

L - T

Potenciales de accion antidromicos en la neurona espinosa mediana (NEM). A. esquema
mostrando los sitios de los electrodos de registro y estimulacion. B. Célula cargada con Fluo-4 el
cual fluorece cuando se eleva la concentracion intracelular de calcio (e.g. generado por
potenciales de accion). C. De arriba hacia abajo: transitorio de fluorescencia, derivada del
transitorio de fluorescencia, trenes de 10 potenciales de accion generados por pulsos
despolarizantes de corriente (abajo) en el soma de una NEM. D. De arriba hacia abajo: transitorios
de calcio como en C pero ante la estimulacion antidromica del axén de la NEM mostrada en B.
Note en C que los transitorios de fluorescencia se generaron con corrientes de accion (abajo). En
C la célula esta en fijacion de corriente, en D en fijacion de voltaje.
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