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Resumen

El 90-95 % de la poblacién neuronal del estriado (Str) estd compuesto por neuronas de
proyeccién (SPNs por sus siglas en inglés: spiny neurons) caracterizadas por tener abundantes
espinas dendriticas llamadas neuronas espinosas medianas. Hacen sinapsis entre ellas a través de
sus colaterales axénicas, cuya longitud se extiende hasta 100 um alrededor de la neurona de
origen, conformando el circuito inhibidor de retroalimentacién (circuito feedback). El 5-10 %
restante de la poblacién neuronal estd compuesto de diferentes clases de interneuronas,
principalmente GABAérgicas, que pueden ser clasificadas por los péptidos que coliberan o por
las proteinas que expresan. Las sinapsis entre las interneuronas GABAérgicas y las neuronas de
proyeccion forman el circuito inhibidor de prealimentacién o inhibicién proactiva (circuito
feedforward), dado que la corteza activa a las interneuronas con menor latencia que a las
neuronas de proyeccién mostrando componentes mono y poli sindpticos en las respuestas
sindpticas supraumbrales, que incluyen respuestas a glutamato y GABA (Flores-Barrera et al.
2010, Vizcarra-Chacén et al. 2013). Las interneuronas GABAérgicas poseen axones que se
extienden por varios milimetros inervandose entre ellas y a las neuronas de proyeccién. Ambos
circuitos, el circuito feedback y el feedforward, son altamente inervados por neuronas
dopaminérgicas de la Sustancia nigra pars compacta (SNc) y por lo tanto, ambos circuitos son
afectados por la pérdida de dopamina (DA), como en la enfermedad de Parkinson. Sin embargo,
no se sabe cémo la pérdida de DA afecta la dindmica de cada tipo de sinapsis del circuito
feedforward, es decir sinapsis entre interneuronas estriatales y las neuronas de proyeccion. Para
responder esta pregunta se aplicé estimulacién de campo intraestriatal a 1 mm de distancia de
las neuronas de proyeccién registradas, para favorecer a las sinapsis entre interneuronas y
neuronas de proyeccién (sinapsis del circuito feedforward). Este protocolo distingue
funcionalmente entre diferentes clases de sinapsis del circuito feedforward, caracterizadas, en
este estudio, por su plasticidad de corto plazo. Encontramos al menos tres tipos diferentes de
inhibicién: sinapsis depresoras, sinapsis facilitadoras y sinapsis bifdsicas que presentaron una
combinacién de facilitacién y depresién. Ademads, se realizaron experimentos para revelar otras
caracteristicas asociadas a la anatomia de los elementos presindpticos. Para estudiar las sinapsis
del circuito feedforward en un modelo de la enfermedad de Parkinson en roedores, se utiliz6 la
lesion con 6-hidroxydopamina (6-OHDA) en la SNc. Demostramos, que la falta de DA afecta
diferencialmente las sinapsis del circuito feedforward: las sinapsis depresoras no se ven afectadas
apreciablemente, sin embargo, las sinapsis facilitadoras y las bifasicas se vuelven mas faciles de
provocar que en condiciones control ademas de mostrar corrientes postsinapticas inhibidoras de
mayor amplitud siguiriendo un aumento en el nimero de sitios de liberacién asi como la

probabilidad de liberacién, respectivamente. Estos resultados apuntan a que son éstas las



sinapsis que toman control del circuito feedforward durante el Parkinsonismo. A partir de los
resultados experimentales se realizé un modelo matematico que explica las diferencias dinamicas

de las plasticidades de corto plazo encontradas y sus posibles cambios debidos a la falta de DA.



Abstract

The majority of striatal (Str) neurons (90-95 %) are spiny projection neurons (SPNs)
characterized by numerous dendritic spines. SPNs make synapse with each other via their local
axon collaterals at distances around ~100 pum shaping the feedback inhibitory circuit. The
remaining 5-10 % of striatal neurons are different classes of interneurons, mainly GABAergic,
which can be classified by the peptides they co-liberate or the proteins they express. Synapses
between GABAergic interneurons and SPNs shape the feedforward inhibitory circuit since
cortex projections activates interneurons with a shorter latency than SPNs, and has been
proved that SPNs supraumbral synaptic responses are by Glutamate and GABA mono and
polysynaptic contacts (Flores-Barrera et al., 2010; Vizcarra-Chacén et al., 2013). Both circuits
are highly innervated by dopaminergic neurons from the Substantia Nigra Compacta (SNc) and
thus, highly affected by dopamine (DA) loss, as in the Parkinson’s disease. However, it is yet
unknown how DA loss affects dynamics of each synapse of the feedforward circuit. To assess this
question we use field stimulation 1 mm away from the recorded postsynaptic SPNs to favor
synapses from the feedforward circuit. This study, shows that field stimulation makes possible
to distinguish between different elements of the feedforward circuit, characterized by their short
term synaptic plasticity (STSP). We found at least, three different types of inhibition: synapses
exhibiting short term synaptic depression (STD), short term synaptic facilitation (STF) and a
combination of facilitation followed by a synaptic depression called: short term byphasic
plasticity (STB). In addition, Intensity-Amplitude experiments were performed to reveal other
features associated to the anatomy of the presynaptic elements. 6-OHDA lesions in SNc¢ were
performed to study the feedforward circuit in a model of Parkinson disease. The present study
shows that DA loss differentially affects the elements of the feedforward circuit; synapses which
exhibit STD weren’t affected, while synapses with STF and STB were highly affected increasing
the number of release sites and the probability of release, respectively, suggesting that DA was
keeping neurotransmitter release in a low rate in control conditions. In DA loss conditions
inhibitory postsynaptic currents (IPSC) become easier to evoke than in control conditions,
suggesting that this synapses are the ones that take control of the feedforward circuit in
Parkinson disease. Based on experimental results, a mathematical model was performed to
explain dynamical differences of the short term synaptic plasticities and the possible changes
due to DA loss.



1 Introduccion

1.1. Importancia del Neostriado para los ganglios

basales y el sistema motor

Los mecanismos causantes de las enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la
alteraciéon de movimientos voluntarios tales como la enfermedad de Parkinson, el sindrome de
Tourett, y la enfermedad de Huntington son todavia inciertos. Sin embargo, los pacientes con

estos trastornos presentan danos cerebrales en la zona del telencéfalo conocida como “los
ganglios basales”(GB). Los ganglios basales son una regién implicada con el movimiento y el
control de éste. En estos ntcleos se “guardan” circuitos que estan presentes desde el nacimiento

(“centros generadores de pautas” o “central pattern generators”- CPGs) que producen

conductas estereotipadas tales como la expresién facial de las emociones, las conductas
oculomotoras para preservar el equilibrio, etc. También su red neuronal constituye una matriz

para el aprendizaje de procedimientos, esto es, circuitos probablemente del tipo de los
ensambles Hebbianos (“Hebbian-like Cell Assemblies” o HCA), y creados mediante el
aprendizaje, que guardan nuestras conductas aprendidas y nuestros habitos mediante la
formacién de circuitos neuronales reforzados por sinapsis. Los ganglios basales estdn compuestos
por los ntcleos; neoestriado (Str) (formado por los nicleos Caudado, Putamen y Acumbens), la
sustancia nigra pars reticulata (SNr), la sustancia nigra pars compacta (SNc), los globos pélido
externo e interno (GPe y GPi), y el niicleo subtaldmico (STN). Estos nticleos desempenan un
papel importante en la regulacién de las funciones motoras, el mantenimiento de la postura, y
en particular, la planificacién, iniciacién y ejecucién de los movimientos con un fin u objetivo
(Albin et al. 1989, Graybiel 2000, Takakusaki et al. 2004, DeLong & Wichmann 2007, Obeso
et al. 2014). El dafio en alguno de estos nicleos genera trastornos en los cuales el control del
movimiento se ve afectado (las enfermedades mencionadas anteriormente). En la figura 1.1.1 se
muestra un esquema de las interconexiones entre los ganglios basales asi como de los principales
neurotransmisores que participan en sus vias. Entre estas conexiones existe un circuito cerrado
formado por: corteza (Ctx) — estriado (Str) - sustancia nigra pars reticulata (SNr) — tdlamo —

corteza, llamado “la via directa” la cual tiene un efecto desinhibidor o facilitador sobre las vias



talamo-corticales encargadas de ejecutar los movimientos. De manera paralela existe otro
circuito cerrado: corteza — estriado — globo palido externo (GPe) — ntcleo subtaldmico (STN) -
sustancia nigra pars reticulata (SNr)— tdlamo — corteza, que inhibe las vias talamo-corticales
encargadas de ejecutar los movimientos. Ambas vias se complementan: una activa la secuencia
de musculos encargada de un movimiento (musculos agonistas), mientras la otra inhibe a los
musculos que estorban dicho movimiento (musculos antagonistas). Cuando se dafian los ganglios
basales la manifestacion clinica estd dada por trastornos del movimiento. Como se observa en la
figura 1.1.1, el neoestriado recibe aferencias dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta. En
la enfermedad de Parkinson las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta
mueren y por tanto se depleta la dopamina que éstas proveen al neoestriado afectando cada

sinapsis del microcircuito estriatal.

Ctx
-
h 4
Str
GPE‘ Thal
SMc
\—V 5TN
GRi/SMr
Y [

— DA
Eallg Ciireblalr Glut
spina dorsa GABA

Figura 1.1.1. Interconexiones entre los ntcleos del circuito Corteza-Banglios basales-Talamo-
Tallo cerebral.
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1.2.  Organizacion neuronal del Neostriado

El neoestriado es el nicleo mas grande de los ganglios basales y la principal via de entrada a
esos nucleos. Es el centro de refinamiento motor, almacén de informacion y registro de
movimiento. Este nicleo estd compuesto tanto de neuronas de proyeccién (neuronas cuyos
axones se conectan colateralmente en el mismo nicleo y que proyectan hacia neuronas de otros
nicleos), como de interneuronas (neuronas que no proyectan hacia afuera del nicleo). En
roedores, el 90-95 % de la poblacién neuronal del neoestriado se compone de las neuronas
espinosas medianas de proyeccién (SPN, por sus siglas en inglés). El otro 10-5 % estd compuesto
por una variedad de interneuronas, mayoritariamente GABAérgicas, clasificadas por sus
propiedades electrofisiolégicas (Kawaguchi et al. 1995):
1) Las neuronas de postpotencial hiperpolarizante de larga duracién (LA) (o long-lasting
afterhyperpolarization en inglés);
2) las neuronas de disparo rapido (FS) (o fast-spiking);
3) las neuronas con potenciales de bajo umbral (LTS) (o low-threshold spikes neurons).
Asi mismo, es posible clasificar a las interneuronas por los péptidos que liberan y las proteinas
que expresan como parvalbimina (PV), calretinina (CR), somatostatina (SST), neuropéptido Y
(NPY), 6xido nitrico sintasa (nNOS), tirosina hidroxilasa (TH) y el receptor de serotonina tipo
3, que es un receptor ionotrépico (5-HT3a). Estudios de doble marcado muestran que la
mayoria de estas interneuronas coexpresan mas de uno de estos marcadores como se muestra en
la figural.2.1(tomada de Munoz-Manchado et al. 2014). Sin embargo, dentro de un conjunto de
neuronas que expresan un mismo tipo de marcador se encuentras diferencias antémicas y

electrofisioldgicas, generando subconjuntos dentro de la misma clasificacion.
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PV

. EGFP

PV
mTH
B CR

NPY
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Figura 1.2.1. Diagrama de Venn con la proporcién de interneuronas estriatales que colocalizan
diversos marcadores moleculares (tomado de Mufioz-Manchado et al. 2014). El tamano del
cuadro es proporcional al porcentaje de la poblacion que una determinada interneurona
ocupa. Hay mucha interseccién entre los conjuntos FS y 5HT3, asi como entre SST, NPY
y nNOS. Los demas conjuntos se intersectan poco. Hay muchas LTS en estos tultimos
conjuntos asi como en un tercio de las neuronas que expresan bHT3.

1.2.1. Circuito Feedback

El soma de las SPNs tiene un didmetro de 12 a 20 pum ( figura 1.2.2), del cual surgen de 3 a 6
troncos dendriticos principales, cada uno de los cuales se ramifica en dos procesos, que a su vez
se pueden ramificar una o dos veces mas, abarcando un volumen esférico de 300-400 ym de
didmetro. Las dendritas estan densamente cubiertas de espinas que contribuyen con casi la
mitad de la superficie total de la célula. La proporcién entre la superficie dendritica y la
somética en las neuronas adultas es de 30:1 (Reyes et al. 1998). El axén de estas neuronas,
antes de salir a sus ntucleos blanco, deja una arborizacién de alrededor de 100-150 pm de radio
dentro del estriado haciendo contactos sindpticos con otras SPNs y con algunas interneuronas,
aunque éstas no se conocen bien. Estas conexiones entre neuronas espinosas de proyeccién
forman el circuito inhibidor denominado feedback (Czubayko & Plenz 2002, Koos et al. 2004,
Tecuapetla et al. 2005, Taverna et al. 2008). Se ha propuesto que este circuito provee de
capacidades computacionales al estriado para hacer posible la seleccién de secuencias motoras
mediante la actividad sincrénica de grupos de SPNs (Carrillo-Reid et al. 2008). A pesar de que

las SPNs comprenden la mayor proporcién de neuronas en el estriado, el porcentaje neuronas
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interconectadas es muy bajo (~ 10-15%) y se reduce practicamente a 0% cuando las neuronas
registradas estan alejadas mas de 100 um. En la enfermedad de Parkinson, cuando se pierde la
aferencia dopaminérgica, la inhibicion feedback se ve alterada, reduciendose las conexiones entre
SPNs (Taverna et al. 2008, Lépez-Huerta et al. 2012; 2013), asi como la actividad secuencial
entre ensambles de neuronas de proyeccién co-activas (Jaidar et al. 2010, Carrillo-Reid et al.
2011, Lépez-Huerta et al. 2013).

Figura 1.2.2. Neurona espinosa neoestriatal de rata adulta. Tomada de Tepper et al. 1998.

1.2.2. Circuito Feedforward

La conexién entre las diversas interneuronas GABAérgicas y las SPN forman el circuito
feedforward. Este circuito ejerce la mayor y més eficaz inhibicién sobre las SPNs; modula la
salida de informacién del estriado a través de la inhibicién del circuito feedback. De todas las
interneuronas de este circuito, la sinapsis mas estudiada es la sinapsis entre las neuronas FS y
las SPNs. Las interneuronas FS, positivas a PV (PV+) son neuronas tipo canasta, denominadas
asi debido a que su ax6n se ramifica densamente alrededor del soma en una vecindad hasta
varios milimetros de longitud (figura 1.2.3) haciendo contacto sindpticos perisomaticos y sobre
las dendritas proximales de las SPNs, por lo que registros de pares de neuronas entre
interneuronas FS y SPNs muestran que un sélo potencial provocado en una neurona FS es capaz
de retrasar o prevenir los potenciales de accién de la SPN. Una sbla FS puede inervar hasta 400
SPNs (Koos et al. 2004, Tepper & Bolam 2004a, Tepper et al. 2004; 2008). Adem4s, esta sinapsis
ha sido caracterizada por la plasticidad de corto plazo que presenta. Trenes de potenciales de
accion en las neuronas FS presinapticas muestran que las corrientes postsinapticas inhibidoras
(IPSCs) registradas en el soma de las neuronas SPNs disminuyen de tamano con cada disparo,

esto es, presentan depresion de corto plazo (STD)(Tecuapetla et al. 2005; 2007a; 2009). Esto es,
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la probabilidad de disparo de las neuronas F'S es alta, presenta pocas fallas, pero se deprime

después de unos cuantos disparos hasta mantener una liberacién estable.

50 um

Figura 1.2.3. Anatomia de diversas interneuronas estriatales caracterizadas por las proteinas que
expresan: Oxido nitrico sintasa(NOS), parvalbimina(PV), calretinina(CR) y acetilcolina
(Ach). Tomada de Kawawuchi et al. 1995 y Tepper et al. 2010.

Las interneuronas que exhiben disparo de bajo umbral (LTS) comprenden a las neuronas que
expresan SST, nNOS y/o NPY aunque se ha demosotrado recientemente que algunas de las
neuronas llamadas neurogliformes expresan NPY y no muestran disparo caracteristico de tipo
LTS. Estas interneuronas hacen contactos sindpticos sobre las dendritas distales de las SPNs,
regulando asi la entrada glutamatérgica de la Ctx sobre las SPNs. El arbol axénico de estas
neuronas es escaso y se extiende en un radio de hasta varios milimetros hacia cualquier direccién
en una esfera que lo comprende. Por lo que los registros de pares de estas interneuronas resultan
muy complicados de realizar ya que el axén de las LTS no ramifica como el de las FS (figura
1.2.3); al grado que se ha dudado de que exista conexién entre ellas (Gittis & Kreitzer 2012). La
sinapsis de este tipo de interneuronas, también se ha estudiado en la Ctx, sobre las neuronas
piramidales, que como guardan una relacion vertical o en columna, se han podido registrar los
pares. En los pares registrados se ha observado que la amplitud de las IPSCs aumenta con cada
potencial de accién presindptico, esto es, muestra facilitacion de corto plazo (STF)(Beierlein
et al. 2003a). La sinapsis entre los demds tipos de interneuronas estriatales sobre las SPNs no
ha sido caracterizada debido a la dificultad de obtener registros de pares entre interneuronas y
las SPNs. En este trabajo favorecemos la sinapsis del circuito feedforward mediante la
estimulacién de campo intraestriatal a 1 mm de la SPN registrada, tomando en cuenta que el
circuito feedback sdlo conecta espinosas cercanas en un radio ~100 um, para observar si

podiamos observar plasticidad sindptica de tipo facilitador (STF) como evidencia funcional de
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que las neuronas LTS hacen sinapsis sobre las SPNs formando parte del circuito feedforward.
En la Ctx y en el hipocampo se ha visto que algunos tipos de interneuronas de clase LTS

pueden tener una plasticidad bifdsica (STB) (Wang et al. 2006, Savanthrapadian et al. 2014).

1.3. Plasticidad sinaptica

La plasticidad sindptica es un proceso por el cual la eficacia sindptica cambia en funcién del
tiempo y como resultado de la actividad previa de la sinapsis. La eficacia sindptica puede verse
como la habilidad que tiene una terminal presindptica para liberar su neurotransmisor (NT) y

provocar un evento postsindptico en la neurona postsinaptica. La eficacia cambia
dindmicamente durante la liberacién del neurotransmisor y al cambiar como funcién del tiempo
da lugar a la plasticidad sinaptica, la cual puede estudiarse a diferentes escalas temporales.

Cambios de milisegundos a minutos son considerados como plasticidad de corto plazo (STSP
por sus siglas en inglés: Short Term Synaptic Plasticity) (Zucker & Regehr 2002). Cambios de
docenas de minutos hasta horas o més se consideran como plasticidad de largo plazo (LTSP por

sus siglas en inglés: Long Term Synaptic Plasticity) (Morris 2003). En el presente estudio nos
enfocaremos en el estudio de la plasticidad de corto plazo como caracteristica funcional propia

de los distintos tipos de sinapsis inhibidoras sobre las SPNs estriatales.

La llegada de un potencial de accién a la terminal presindptica abre canales de Ca?*t
aumentando la concentracion intracelular de calcio en la terminal, principalmente cerca de la
zona donde se encuentran las vesiculas listas para liberarse (RRP por sus siglas en inglés:
Readily Releasable Pool). Este evento, provoca la liberacién del neurotransmisor (Katz & Miledi
1968). El neurotransmisor liberado se une a receptores postsindpticos generando una respuesta
eléctrica en la neurona postsinaptica llamada potencial postsindptico. Si se realizan registros
electrofisiolégicos, con la técnica de fijacion de voltaje, los eventos postindpticos se ven como
corrientes postsindpticas las cuales pueden ser excitadoras (corrientes postsindpticas excitadoras
o EPSCs por sus siglas en inglés: Fzcitatory postsynaptic currents) o inhibidoras (corrientes
postsinapticas inhibidoras o IPSCs por sus siglas en inglés: Inhibitory postsynaptic currents). El
potencial exitador producido por las EPSCs tienden a acercar el potencial de membrana al
umbral de disparo de los potenciales de acciéon. En contraste, los potenciales inhibidores alejan
el potencial de membrana del umbral o cambian la conductancia de la neurona para evitar el
disparo de potenciales de accién. La llegada de varios potenciales de accién a la terminal
sindptica en un periodo corto de tiempo (frecuencias fisiolégicas alrededor de 10-50 Hz)
aumentan la concentracion de calcio intracelular de una manera no lineal. Como resultado, la

liberacién del neurotransmisor se ve aumentada o disminuida como funcién del tiempo en
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diferentes terminales presindpticas o, dependiendo del contexto, en la misma terminal
(Bollmann & Sakmann 2005, Tecuapetla et al. 2007a, Dutta Roy et al. 2014). Existen diversos
factores que alteran la dindamica de liberacién como, por ejemplo, el tipo de neurona
postsinaptica, la presencia de moduladores como dopamina (DA) o aceticolina (Ach) que
modifican la eficacia sindptica (Guzman et al. 2003, Tecuapetla et al. 2007a, Dehorter et al.
2009, Mansvelder et al. 2009), proteinas queladoras de calcio como la parvalbimina (PV) o la
calbindina (CB) las que modifican la dindmica de la concentracién de calcio dentro de la
terminal presindptica (Mochida et al. 2008), el reciclaje vesicular incluyendo la endocitosis
mediada por clatrina (Granseth et al. 2006, Kavalali 2007, Lopez-Murcia et al. 2014), entre

otros varios factores que hacen la plasticidad sindptica un proceso dindmico.

1.3.1. Tipos de plasticidad de corto plazo (STSP)
Depresion de corto plazo

Después de un tren de estimulos presinapticos, la eficacia sindptica de algunas sinapsis tiende a
disminuir en unos cuantos milisegundos o segundos. A este proceso se le denomina depresion de
corto plazo (STD por sus siglas en inglés: Short Term Depression) (figura 1.3.1A).
Funcionalmente, la depresién de corto plazo se ha ligado a la habituacién y a la adaptacién
sensorial (Fisher 1997, O’Donovan 1997, Zucker & Regehr 2002). Existen multiples mecanismos
que pueden explicar la depresion sinaptica. Uno de ellos es el agotamiento de las vesiculas listas
para liberarse en el RRP (Del Castillo & Katz 1954), la fraccién de vesiculas luego de cada
potencial de accién decae progresivamente disminuyendo la eficacia sinaptica con el tiempo, por
lo que el estimulo debe parar para reponer el niimero original de vesiculas del RRP. La
frecuencia del estimulo también contribuye a la depresién sindptica: estimulos a altas
frecuencias llevan a un agotamiento méas rapido de las vesiculas en el RRP mientras que el
mecanismo de recuperacion y llenado vesicular se encuentra saturado. Ademas de éste, existen
otros mecanismos que pudieran explicar la depresién sinaptica como la dimninucién de la
entrada de Ca®* debido a al inactivacién de los canales de Ca?* (Forsythe et al. 1998, Xu & Wu
2005). Otro mecanismo podria ser a través de moduladores retrégrados, por ejemplo, los
endocanabinoides liberados por la terminal postsindptica (Freund TF 2002, Freund et al. 2003,
Fukudome et al. 2004, Uchigashima et al. 2007, Ohno-Shosaku & Kano 2014). En extremo,
algunas sinapsis provenientes de la misma neurona presinaptica exhiben facilitacién de corto
plazo sobre una neurona postsindptica y depresion de corto plazo sobre otra. (Markram et al.
1998a, Thomson et al. 2002a;b) dependiendo de la concentracién de calcio local y de los

mensajeros retrogrados sobre la terminal presindptica. Sin embargo, cuando el fluido
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extracelular se mantiene constante, asi como las neuronas postsindpticas y los estimulos se dan
en un rango fisiolégico, se ha observado que la STSP caracteriza funcionalmente el tipo de

sinapsis que se trate, inico entre neurona pre- y postsindptica, como una huella caracteristica

(Gupta et al. 2000, Beierlein et al. 2003b, Wang et al. 2006, Tecuapetla et al. 2007a, Blackman

et al. 2013, Savanthrapadian et al. 2014, Sedlacek & Brenowitz 2014). Es por esto que es comun

encontrar que las neuronas basket cells o FS exhiban una depresiéon de corto plazo muy

caracteristica en diferentes nicleos cerebrales (Tecuapetla et al. 2007a, Gittis et al. 2010,

Planert et al. 2010, Massi et al. 2012) como las fibras trepadoras sobre las neuronas de Purkinje

del cerebrelo (Dittman et al. 2000, Ohtsuki et al. 2009), o las sinapsis entre espinosas medianas

(Hoffman et al. 2003, Tecuapetla et al. 2007a) y varias sinapsis en el nticleo coclear del sistema

auditivo (MacLeod et al. 2007, Wang et al. 2011, MacLeod 2011).
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Figura 1.3.1. Diferentes tipos de plasticidad de corto plazo registradas en neuronas estriatales de
proyeccion siendo postsindpticas a estimulos de aferentes inhibidoras. A) Ejemplo de una
sinapsis con depresién de corto plazo (STD) B) Ejemplo de una sinapsis con facilitaciéon

de corto plazo (STF). C) Ejemplo de una sinapsis con plasticidad bifasica de corto plazo
(STB).

Facilitacion de corto plazo

La facilitacién de corto plazo (STF por sus siglas en inglés: Short Term Facilitation) ocurre
cuando la eficacia sindptica incrementa con el tiempo de uso de la sinapsis e involucra varios

procesos independientes de la expresién de proteinas (1.3.1B). Uno de los correlatos funcionales
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de la STF es la sensibilizacién: proceso en el cual varios estimulos o potenciales de accién
conllevan a un aumento progresivo en la respuesta (Marinesco et al. 2004, Fulton et al. 2008,
Nikolaev et al. 2013). Existen diferentes tipos de facilitacién, las cuales se clasifican,
principalmente, por la escala de tiempo en la que ocurren y que indirectamente involucran
diferentes procesos fisiol6gicos. Un tipo de facilitaciéon, se denomina synaptic enhancement, el
cual ocurre en dos fases; el primero dura decenas de milisegundos, seguido de una fase lenta que
dura cientos de milisegundos. En una escala temporal mas grande, el aumento dura varios
segundos y se da lo que se denomina potenciacion postetanica (PPT) la cual puede durar de 30
segundos hasta varios minutos (Zucker & Regehr 2002). El proceso de facilitacién puede ser
explicado por diversos mecanismos presindpticos. Haciendo andlisis cudntico de la liberacién se
ha revelado que el aumento sindptico se debe a un incremento en la probabilidad de liberacién
(P) y/o a un aumento del nimero de sitios de liberacién (N) (Clements & Silver 2000, Clements
2003). Asi mismo, la teoria de calcio residual ha propuesto que la acumulacién de calcio en la
terminal presinaptica tras un potencial de accién, aumenta la cantidad de neurotransmisor
liberado durante los subsecuentes potenciales de accion, si éstos ocurren lo suficientemente
cercanos en el tiempo (Katz & Miledi 1968, Van der Kloot & Molgo 1993, Ravin et al. 1999). Es
importante destacar, que el amortiguamiento de calcio reduce la facilitacién (Regehr et al. 1994,
Stevens & Wesseling 1999, Salin & Scanziani 1996), sin embargo, algunas sinapsis tienen la
habilidad de reponer répidamente el RRP (Trommershéiuser et al. 2003, Neher 2010, Watanabe
et al. 2013), como por ejemplo: la sinapsis entre las fibras paralelas sobre las células de Purkinje
(Dittman et al. 2000), o las interneuronas que expresan colecistoquinina (CCK), o somatostatina
(SST) en el hipocampo (Blackman et al. 2013, Savanthrapadian et al. 2014), la sinapsis entre las
piramidales corticales sobre las interneuronas de disparo de bajo umbral (LTS) en la neocorteza
(Thomson et al. 1993, Markram et al. 1998a, Reyes et al. 1998, Beierlein et al. 2003b, Hayut
et al. 2011), la sinapsis entre las colaterales de Schaffer sobre las interneuronas que expresan
SST (Sun et al. 2009), la sinapsis entre las neuronas espinosas estriatales con otros niicleos de
los ganglios basales (Sims et al. 2008, Miguelez et al. 2012, Herndndez-Martinez et al. 2015), etc.

Plasticidad bifasica de corto plazo

Durante un tren de potenciales de accién, algunas sinapsis experimentan una combinaciéon de
facilitacién seguida de una depresion la cual se denomina plasticidad bifasica (Markram et al.
1998a, Wang et al. 2006, Savanthrapadian et al. 2014) (1.3.1C). Este es el caso de las
interneuronas que expresan SST en el hipocampo (Savanthrapadian et al. 2014). Los
mecanismos subyacentes a este tipo de plasticidad no han sido suficientemente estudiados, sin

embargo, se han propuesto mecanismos bésicos a través de modelos matemaéticos (Tsodyks & H
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1997a, Hennig 2013a). Diversos microcircuitos capaces de mostrar multiples estados revelan que
éstos corresponden a diversas funciones (Traub et al., Klausberger & Somogyi, Carrillo-Reid
et al., Kopell et al.). Esta capacidad multifuncional puede ser explicada por la combinacién de
las dinamicas de las plasticidades mencionadas anteriormente junto con las propiedades

intrinsecas de las neuronas involucradas sujetas a diversos moduladores, como la dopamina.

1.3.2. STSP como filtros temporales de informacién

Como se ha senalado, existen diversas clases de sinapsis cuyo comportamiento en el tiempo
varia. Uno de los papeles de estas sinapsis es el mediar la respuesta postsindptica dada por los
potenciales de accidon de la neurona presindptica. Por lo tanto, una de las hipotesis mas fuerte es
que las sinapsis actian como filtros eléctricos temporales (Buonomano 2000, Fortune & Rose
2000, Dittman et al. 2000, Zucker & Regehr 2002, Abbott & Regehr 2004, Wang et al. 2006,
George et al. 2011). Experimentos donde se obtienen la magnitud de los eventos sindpticos
(ganancia), normalizada con respecto a la amplitud del primer estimulo, inducida por un tren
de estimulos y se grafican contra la frecuencia de estos estimulos se observa que cada tipo de
plasticidad sindptica descrita, funciona como un filtro eléctrico de frecuencias (Diagramas de
Bode) (Markram et al. 1998b, Dittman et al. 2000, Izhikevich et al. 2003).
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Figura 1.3.2. STSP como fitros eléctricos. a) Ejemplos de corrientes postsinapticas exitadoras
(EPSCs) en respuesta a estimulos irregulares con una tasa promedio de 20Hz, registradas
en las sinapsis entre las fibras trepadoras y las células de Purkinje (CF: trazo superior),
fibras trepadoras sobre las células de Purkinje (PF: trazo en medio) y entre las colaterales
de Schaffer entre CA3 y CA1 del hipocampo (SC: trazo inferior). b)Diagramas de Bode:
magnitud promedio de 8-10 EPSC de un tren regular, normalizado con respecto al primer
EPSC y graficado en funcién de la frecuencia del estimulo. Note que los diferentes tipos de
plasticidad de corto plazo responden mejor a distintas frecuencias: actiian como diferentes
filtros eléctricos (tomado de Abbott & Regehr 2004).

En general, las sinapsis que muestran una depresién de corto plazo actian como filtros
pasa-bajos (trazo superior); las sinapsis que exhiben una facilitacién de corto plazo actian como
filtros pasa altos (trazo medio) y las sinapsis que presentan plasticidad bifasica de corto plazo
actian como filtros pasa bandas (trazo inferior) (Markram et al. 1998b, Dittman et al. 2000,
Fortune & Rose 2000, Wu et al. 2001, Izhikevich et al. 2003, Abbott & Regehr 2004,

Lange-Asschenfeldt et al. 2007). Esto es, la funcién sindptica, no estd limitada a excitar o
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inhibir: el filtrado temporal es una funcién importante que puede corresponder a diferentes
procesos tales como la adaptacion, deteccion espacial, deteccién temporal y generacién de
ritmos (Wang & Buzsaki 1996, Whittington & Traub 2003, Sirota et al. 2008, Cardin et al.
2009). Los filtros pasa bandas de las sinapsis bifdsicas podrian estar sincronizando ensambles
neuronales en la banda § (13-30 Hz), la cual es la principal banda de frecuencias observada en
sujetos control, pero que se vuelve exagerada durante la enfermedad de Parkinson (Hammond
et al. 2007, te Woerd et al. 2014). Los filtros pasa bajos (sinapsis depresoras) ayudan a la
habituacion sensorial; se observa una mayor eficacia en la respuesta al inicio de un tren a baja
frecuencia (Abbott & Regehr 2004). Se ha propuesto que las sinapsis depresoras producen una
transmisién mas fiel ante nuevos estimulos lo cual podria subyacer a un mecanismo que remueva
correlaciones redundantes, haciendo el flujo de informaciéon maés eficiente (Goldman et al. 2002).
Dado el funcionamiento de filtraje que realizan las sinapsis, ha crecido el interés de incorporar la

STSP a los modelos mateméaticos que simulan circuitos neuronales.

1.3.3. Los modelos matematicos de la STSP mas utilizados

A pesar que las neuronas postsindpticas también contribuyen a la plasticidad sindptica
(desensibilizacién del receptor, mensajeros retrogrados, etc), los procesos que se llevan a cabo en
la presinapsis, incluyendo la dindmica de liberaciéon del neurotransmisor y la reposicién del
RRP, se consideran los mecanismos mas importantes para determinar el tipo de plasticidad
sindptica. Cada uno de estos procesos depende de diferentes factores como los canales de calcio
que utiliza la terminal para liberar el NT, bombas, enzimas y reciclaje vesicular entre otros
((Trommershéuser et al. 2003, Neher 2010, Dutta Roy et al. 2014)). Idealmente, los modelos
matematicos tratan de agrupar la mayor cantidad de estos factores en el menor niimero posible
de variables.

Existen modelos matematicos de la liberacién del neurotransmisor basados en datos
experimentales tratando de explicar y predecir los aspectos biofisicos y conductuales de la
transmisién sinaptica a diferentes niveles de detalle. En particular, se ha hecho un gran esfuerzo
al modelar la plasticidad de corto plazo en los que se incluya el reclutamiento vesicular y el
ensamblaje de la maquinaria de liberacién (Trommershéuser et al. 2003, Pan & Zucker 20009,
Neher 2010), la preparacién de las vesiculas para liberarse (priming), la fusién vesicular
(Magleby & Zengel 1982, Taschenberger et al. 2005, Millar et al. 2005) y la endocitosis (Balaji
& Ryan 2007, Granseth & Lagnado 2008).

La principal variable en los modelos matematicos de plasticidad sindptica es la cantidad de
neurotransmisor liberada NT'(t) detectada por los receptores postsinapticos. La liberacién del

NT depende del nimero de vesiculas disponible para ser liberadas en cierto tiempo N(t) y de la
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probabilidad de liberacién de estas vesiculas p(t):

NT(t)=N(t)- p(t) (1.3.1)

Asumiendo que el NT liberado es detectado por los receptores postsinapticos de manera
instantdnea la conductancia postsinaptica, g (t), se puede asumir proporcional a la cantidad de
NT liberado:

g(t)=g- NT(t) (1.3.2)

donde, g es la conductancia maxima de la neurona postsinaptica. Por simplicidad, g se
considera una constante, sin embargo, para modelar el proceso de desensibilizacién sinaptica, g
se considera como una funcién que depende de la cantidad de NT (g (t) — 0).
Uno de los modelos clasicos, desarrollado por Liley & North 1953 explica la depresién de corto
plazo mediante el agotamiento vesicular durante la estimulacién tetanica de la placa
neuromuscular en ratas. Este proceso se describié después con una ecuacién diferencial, no

autéonoma, de primer orden:

dn (t)
dt

O Sy ) (1.3.3)

donde n(t) es la proporcién de ocupacién del RRP. La primera parte de la ecuacion 1.3.3

corresponde al recambio vesicular total del RRP con una constante de tiempo de 7,.. La

segunda parte de la ecuacion corresponde a la liberacién instantanea de neurotransmisor
asumiendo la llegada de un potencial de accién al tiempo t.

Este modelo, ajusta bien un gran ntiimero de sinapsis depresoras con una variedad de constantes
de tiempo (Liley & North 1953, Tsodyks & H 1997b). Note que la probabilidad de liberacién y
recambio vesicular son parte de la misma ecuacién.

Un modelo més detallado, creado por Tsodyks & H 1997b, que toma en cuenta la dindmica
presinaptica, caracteriza la conexién sinaptica describiendo la proporcién de recursos en tres
estados activos, respectivamente: estado efectivo (E), estado inactivo (I) y estado recuperado

(R) , como sigue:
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WY = L _Ugp R 5(t—tap)
dggt) _ _mEact +Usp- R-6(t—tap) (1.3.4)
I = 1-R—E

La llegada de un potencial de acciéon a la terminal al tiempo f4p activa, instantdneamente una
fraccion de recursos disponibles en el estado efectivo, limitada por el factor Ugg (Pardmetro de
utilizacion de la eficacia sindptica), la cual se inactiva rapidamente (estado inactivo) con una
costante de tiempo T;pqct, luego los recursos pasan al estado recuperado con una constante de
tiempo Tre.. Nuevamente, este modelo sélo permite la modelacion de sinapsis depresoras. Para
modelar sinapsis facilitadoras se incluy6é mas tarde (Markram et al. 1998b) un mecanismo
facilitador. Asi, la depresién y facilitacién de corto plazo se puede aproximar con dos variables

independientes; R y u, respectivamente, como sigue:

i = LR Row-s(t-t)
(1.3.5)
o — U . (1—u) 0(t—t;)

La primera ecuacién del sistema 1.3.5 modela la recuperaciéon exponencial al valor R=1 con una
costante de tiempo D~!; menos la liberacién instantdnea del NT, tomando en cuenta la llegada
de potenciales de accién a los tiempos ¢;. La segunda ecuacién del sistema 1.3.5, corresponde al
aumento de la liberaciéon después del iésimo estimulo. De igual mamera, se modela como la
recuperacion exponencial de u a su valor estacionario U (eficacia sindptica durante el primer
potencial de accién).

Este modelo explica la cinética de una gran variedad de sinapsis (Markram et al. 1998b, Gupta
et al. 2000, Izhikevich et al. 2003) y reproduce los diagramas de Bode de las sinapsis
facilitadoras y depresoras, mostrandolas como filtros pasa altos y pasa bajos, respectivamente.
Es por ello que este modelo ha resultado de la mayor importancia. Sin embargo, los patrones
bifasicos de algunas sinapsis no pueden reproducirse con este modelo.

Un modelo, todavia mas detallado, aunque no tan famoso y utilizado como el de Markram et al.
1998b, es el propuesto por Dittman et al. 2000. Este modelo, ademas de usar dos variables
dindmicas: facilitacién y depresién refractoria, enfatiza el papel del calcio residual (Cayes). Un

EPSC se modela como sigue:



Capitulo 1. Introduccién

EPSC =a-Np-F-D (1.3.6)

Donde, N7 es el nimero de sitios de liberacién y la fraccion de sitios que liberaron se divide en
dos partes: sitios que muestran facilitacién (F) y sitios que muestran depresiéon (D). « es un
factor de escala de la magnitud de los EPSCs miniatura (mEPSC).

En este modelo, el aumento en la liberaciéon F(t) toma un valor inicial F'; y estd mediado por
una molécula unida a calcio CaX f cuya constante de disociacién es K g con la siguiente

dindmica:

1

=T Krp
L+ zaxrm

F(t) (1.3.7)

donde CaX p se modela con una cinética de primer orden con una constante de tiempo 7g

después de un aumento de tamano Ag durante la llegada de un potencial de accién al tiempo t;:

dCaXF . _C’aXF
at TR

FAR-S(E—t) (1.3.8)

Si se permite que CaX  llegue a cero, entonces se agrega una correcciéon a la ecuaciéon 1.3.7 que

tome en cuenta como probabilidad de liberaciéon basal a F1 cuando CaX g = 0, quedando

entonces
1 - F
Ft)=F + ————
1+ LBr
+ Caxr®

Ahora F(t) va de F'ja 1 conforme CaX r aumenta desde 0. Después de la llegada de un

potencial de accién, CaX p aumenta a AFy F(f) aumenta a:

Iy =I +

(1.3.9)

Si un segundo estimulo llega antes de que se hubiera alcanzado la recuperacion total del estado
refractario, el segundo EPSC estara determinado tanto por el aumento en la probabilidad Fy y

el resto del niimero de sitos como sigue:
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EPSCQZQ'NT'(l—Dl'F1)~FQ (1.3.10)

Dado que F3 < 1, la probabilidad inicial de liberacién tiene la siguiente cota superior:

< ——
1+p

donde p corresponde a la relacién de facilitacién
_ EPSCy  (1-Fp)-F

= = 1.3.11
EPSCy F (1.3.11)

p

Por otro lado, el proceso de depresién en este modelo queda determinado por una dependecia de
calcio, similar a la presentada anteriormente para el proceso de faciliataciéon, donde C'aX p
representa la concentracién de una molécula unida a calcio con 7p como constante de
decaimiento. Este mecanismo de depresion toma en cuenta tres estados activos: R, estado
refractario; T, estado transitorio y N, sitios listos para liberar. El nimero total de sitios de

liberaciéon queda determinado como:

Nr=R+T+N (1.3.12)

En un modo similar al mencionado anteriormente para la facilitacién, la tasa de recuperacién se
relaciona con la ocupacién de equilibrio del sitio de liberaciéon dado por CaX p con constante de
tiempo 7p la cual aumenta, instantaneamente, a Ap con la llegada de un potencial de accién al

tiempo ¢; :

dt D

La probabilidad de liberacién, para este proceso, se describe con la variable de depresién

D = N/Nr (ntmero de sitios disponibles/ niimero total de sitios) como sigue:

% = (1= D(#) - krecon(CaXp) = D(t)) - F(t) - 6(t — ;) (1.3.14)
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donde

kma:(} - k;z
krecov (CCLXD) = T Kp + kz

~ CaXp(t)

Después del primer potencial de accién los sitios Ny F1y N7 D1 han liberado el neurotransmisor

y pasan al estado refractario, dejando N (1 — Fy D;) sitios disponibles para liberar. Entonces

Dy=1-—F -D; (1.3.15)

Por simplicidad, D1 = 1 si todos los sitios estan disponibles para liberar. Por lo tanto, la
ecuacion 1.3.15 puede escribirse como Dy =1 — FY.

Este modelo, captura un gran espectro de dindmicas sindpticas que dan lugar a diferentes
plasticidades de corto plazo, incluyendo dindmicas resultantes de trenes de estimulos a
frecuencias irregulares (Dittman et al. 2000). Sin embargo, uno de los objetivos para hacer
modelado, es el que varios fenémenos fisioldgicos sean agrupados en el minimo nimero de
variables, el cual se pierde en este caso.

Es por esta razén que en la presente Tesis proponemos un nuevo modelo de STSP de dos
variables que generaliza las ideas previamente descritas Este modelo lo probamos en las sinapsis
GABAérgicas que hacen contacto con las neuronas estriatales de proyecciéon. Las dos variables
dindmicas son: la ocupacién del RRP por las vesiculas sinépticas: z (t), y la probabilidad de
liberacién: p (t). Con ello, recuperamos la idea del minimo ntimero de variables en un modelo

que reproduce todas las dindmicas de corto plazo: sinapsis depresoras, facilitadoras y bifasicas.



2 Planteamiento del problema

Los efectos de la pérdida de dopamina se han estudiado en el circuito feedback (Taverna et al.
2008, Surmeier et al. 2009, Lépez-Huerta et al. 2012; 2013), sin embargo, poco se sabe sobre
cémo la dopamina afecta cada sinapsis del circuito feedforward y el papel funcional que
desempenia cada uno de los tipos de interneuronas presentes en el microcircuito estriatal.
Estudios previos han realizado registros de pares que han podido caracterizar la conexion entre
las interneuronas FS y SPN, junto con su plasticidad de corto plazo (Tecuapetla et al. 2007a),
sin embargo, el registro de pares entre las diversas interneuronas estriatales con las SPN es
dificil de obtener, al grado que se ha dudado de su conexion (Gittis & Kreitzer 2012,
Ibanez-Sandoval et al. 2011). En el presente estudio se plantearon las siguientes preguntas:

i Sera posible distinguir diferentes entradas inhibidoras sobre las SPN caracterizadas a partir de
su plasticidad de corto plazo? y si es el caso, jestas entradas inhibidoras se ven afectadas de
igual manera en la ausencia de DA, como en la enfermedad de Parkinson? Para responder estas
preguntas favorecimos la activaciéon de interneuronas estriatales mediante la estimulacion
intraestriatal de campo a Imm de la neurona SPN registrada en condiciones fisiolégicas y en un
modelo de roedor de la enfermedad de Parkinson (6-OHDA).
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2.1. Hipotesis

1. Es posible distinguir diferentes entradas inhibidoras en las neuronas espinosas y caracteri-

zarlas mediante su plasticidad de corto plazo.

2. La ausencia de dopamina afecta de manera diferencial las entradas inhibidoras en las SPNs.

2.2. Objetivos

2.2.1. General

Encontrar las diferencias entre la inhibicién producida por las diferentes entradas GABAérgicas
sobre las neuronas de proyeccion SPN condiciones control y en un modelo de la enfermedad de

Parkinson

2.2.2. Particulares

1. Caracterizar la plasticidad de corto plazo de las diferentes entradas inhibidoras que reciben

las neuronas de proyeccién SPN.

2. Clasificar las entradas inhibidoras a partir de los canales de calcio tipo CaV2.1(tipo P/Q)
y CaV2.2 (tipo N) que utilizan para la liberacion de GABA.

3. Obtener las curvas intensidad-amplitud de las entradas inhibidoras previamente caracteri-
zadas por su (STSP).

4. Realizar un modelo matematico que describa la dindmica de las diferentes sinapsis y los

pardmetros que se alteran en la ausencia de dopamina.



3 Métodos

3.1. Animales

Los experimentos de esta tesis se realizaron mayoritariamente en ratas macho Wistar de 14-16
dias de edad provenientes del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los
animales se mantuvieron en un ciclo normal de luz/oscuridad (12/12 horas) a temperatura

ambiente (22-24°C) con acceso libre a agua y alimento. Los procedimientos, en su totalidad, se
efectuaron conforme a lo establecido por la Comisién de Cuidado Animal del Instituto de

Fisiologia Celular (CICUAL-EGP41-14) y por ende, por la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999) con respecto al uso de animales de laboratorio. El nimero de animales
fue el minimo para obtener significancia estadistica.
Los experimentos de registro de pares de neuronas se realizados en ratones homocigotos
B6.FVB-Tg(Npy-hrGFP)1Lowl/J (BAC-GFP NPY+) adultos de 2 meses de edad

proporcionados por el Rutgers University Institutional Animal Care and Use Comitte.

3.2. Preparacion de tejido cerebral

Los animales, previamente anestesiados con ketamina/xylazina (85:15) via intraperitoneal,
fueron perfundidos intracardialmente con una solucién salina helada (4°C) saturada con
0O2/CO2 (95:5) que contiene (en mM): 225 Sacarosa, TKCl, 28 NaHCO3, 0.5 CaCly, 10 glucosa,
1 4cido ascérbico y 3 piruvato; pH = 7.2. El cerebro se removié inmediatamente retirando las
porciones de cerebelo y bulbo olfatorio, la porcién restante se hemidisec6 y cada hemisferio se
colocé sobre la cdmara de un vibratomo (PELCO 101, Ted Pella Inc.), sumergido en la misma
solucién, para obtener rebanadas parasagitales de 250 pm de grosor. Dichas rebanadas se
estabilizaron durante una hora, previa a los registros, en una solucién artificial semejante al
liquido cefalorraquideo (LCA) saturada permanentemente con O2/CO2 (95:5) que contiene (en
mM): 126 NaCl, 3 KCI, 25 NaHCOs3, 1 MgCly, 2 CaCls, 10 glucosa; pH= 7.4; 298 mOsm/L la
cual fue utilizada mediante un sistema de perfusion durante los registros electrofisiologicos y fue

administrada a una velocidad de 3ml/min.
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3.3. Registros electrofisiologicos

Las rebanadas se observaron con un sistema de video-microscopia de iluminacién infrarroja
utilizando un objetivo de inmersién de 10X para identificar el estriado y 40X para la
identificacion de las neuronas registradas. Se hicieron registros patch clamp en la configuracién
de célula entera. La caracterizacion de las neuronas mediante su disparo caracteristico se realizé
en la modalidad de fijacién de corriente mientras que los registros de corrientes sindpticas se
realizaron en la modalidad de fijaciéon de voltaje, utilizando micropipetas de borosilicato hechas
en un estirador de pipetas horizontal(P-87, Sutter Instruments Co.) con una resistencia de 3-6
MQ para el registro, las cuales fueron llenadas con una solucién interna compuesta de (en mM):
72KH5PO,, 36KCl, 2 MgCly, 10 HEPES, 1.1 EGTA, 0.2 Nas ATP, 0.2 NagGTP, 5 QX-314 and
0.5 % biocitina (pH=7.2, 275MOsm/1) Dando una concentracién interna de Cl'de 40mM,
mientras que la concentracién extracelular fue de 135 mM para un potencial de equilibrio de
cloro en 0mV, suficiente para ver las corrientes de cloro como corrientes entrantes a un potencial
de -80mV. La estimulacién intraestriatal de campo se hizo con un microelectrodo bipolar
concéntrico de tungsteno (12.5 6 25 pm, 50+8 k(2 resistencia DC) (FHC, Bowdoinham, ME) a 1
mm de distancia de la neurona espinosa registrada para obtener la transmisién preferentemente
de interneuronas. Se aplicaron trenes de 10 pulsos a 20hz (intervalos interestimulos de 50ms,
0.2-0.5 de duracién y 1-90V de amplitud) con una frecuencia de 0.1 Hz para generar el protocolo
de plasticidad de corto plazo. Las células registradas fueron neuronas espinosas medianas
caracterizadas por sus propiedades electrofisioldgicas reportadas para espinosas medianas
(Hernandez-Lépez et al. 1997; 2000).

Los registros de pares de interneuronas NPY+ con neuronas espinosas medianas se realizaron en
el Laboratory for Basal Ganglia Research en el Center for Molecular and Behavioral
Neuroscience de la Universidad de Rutgers (Newark College of Arts and Sciences ) a cargo del
Dr. James Tepper. Las soluciones utilizadas en estos experimentos estan descritas en
Ibanez-Sandoval et al. 2011.

3.4. Farmacos

Los reactivos se administraron a las neuronas mediante el sistema de perfusién esperando
minimo 10 minutos o 10 ml de la perfusién antes de realizar los registros. Este tiempo es
suficiente para que se produzca el efecto farmacolégico deseado en las células registradas. Todos
los farmacos fueron preparados en soluciones stock y se afiadieron al medio de perfusién para
alcanzar la concentracion final adecuada.

Para obtener la transmisién GABAérgica sobre las neuronas espinosas, se bloqueé la
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transmision glutamatérgica con CNQX (6-cyano-2,3-dihidroxi-7-nitroquinoxalina 2,3-diona,
antagonista a los receptores AMPA /Kainato) a una concentracién final de 50uM y con APV
(D-(-)-2-amonio-5-phosphonovalerico, antagonista de los receptores NMDA) a una
concentracién final de 10 uM. Para determinal el canal de calcio responsable de la liberacién de
GABA se utiliz6 una toxina especifica, bloqueadora de los canales de calcio CaV2.2
(w-Conotoxina GVIA) a una concentracién de 1uM. Bicuculina para corroborar la naturaleza

GABAérgica de las corrientes postsinapticas obtenidas.

3.5. Lesién con 6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

El modelo de la enfermedad de Parkinson se obtuvo mediante la lesién unilateral con 6-OHDA
(Ungerstedt 1968). Se utilizaron ratas Wistar de 13-16 dias postnatales o ratones BAC-TH-GFP
de 21 dias postnatales. Los animales se anestesiaron con un coctel de Ketamina/Xilazina (85:15
mg/kg) administrada intraperitonealmente. Mediante un sistema estereotéxico se ubicaron las
coordenadas de la Sustancia Nigra Pars compacta (SNc) a partir de Bregma: 3.8 mm
anteroposterior, 1.8 mm medio-lateral y 7.1 mm dorsoventral para la lesién en ratas y 2.5
anteroposterior, 0.7 medio-lateral y 4.5 dorsoventral para los ratones transgénicos. La
administraciéon de 6-OHDA se realiz6 mediante una cdnula, inyectando 0.3 pl (8 ug/ml) disuelta
en solucion salina isoténica con 0.03 % de acido ascérbico a una velocidad de 0.1 pl/min. Una
vez inyectada la 6-OHDA, la jeringa se dejé reposar 10 minutos para maximizar la difusién del
liquido y retencion del tejido.

La evaluacién de la lesién se hizo mediante la prueba de giro 7 dias después de la lesién. Las
ratas se pusieron en unos rotémetros donde se realizé la prueba. Después de unos minutos de
aclimatacién, se les inyect6 anfetamina (4 mg/ml) intraperitoneal a las ratas. Debido al
desbalance de terminales dopaminérgicas entre los hemisferios del animal lesionado, la
anfetamina tiene un efecto desbalanceado en el cerebro el cual se manifiesta con giros
mayoritariamenete ipsilaterales al hemisferio lesionado. Se contaron los giros completos por 90
minutos. Loa animales que mostraran >500 giros ipsilaterales con un desbalance del 90 % fueron
considerados como lesionados exitosamente. Los registros electrofisiolégicos en estos animales se
realizaron de 3 a 5 dias después de la evaluacion.

Algunos de los animales lesionados se utilizaron para verificar de manera anatémica el grado de
la lesién haciendo inmunohistoquimica contra la enzima tirosina hidroxilasa (TH). Una semana
depués de la prueba de giro, las ratas se perfundieron transcardialmente con fijador compuesto
de paraformaldehido al 4 % y acido picrico al 1% en buffer salino de fosfatos (PBS, pH=7.4). Se

obtuvieron rebanadas coronales de 40 um y se incubaron con albiimina bovina al 1% para



Capitulo 3. Métodos

bloquear sitios inespecificos de unién y un anticuerpo primario policlonal de conejo contra TH
(1:500 Millipore) disuelto en PBS con 0.25 % TriténX, durante 36 hrs. Se hicieron tres lavados
con PBS incubado con un anticuerpo secundario de cabra contra conejo durante 1 hr. Este
anticuerpo se conjug6 con FITC (FI-1000, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Las muestras
se montaron con Vectashield y se observaron el un microscopio confocal Olimpus FV- 1000. Se
obtuvieron 388 imagenes XY (320 x 320 pixeles) utilizando una platina motorizada con un
objetivo de inmersiéon de 20X, estimulando con un laser de 488 nm de longitud de onda. El

andlisis de las imagenes fue realizado utilizando el software Fluo View 1000.
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Figura 3.5.1. Modelo de la enfermedad de Parkinson con 6-OHDA. A) Rebanada coronal de rata
lesionada. El hemisferio izquierdo muestra inmunoreactividad a TH, mientras que el otro
hemisferio, el hemisferio lesionado, estd vacio de fibras de TH. B) Histograma que muestra
los giros ipsilaterales y contralaterales a la lesién después de la inyeccién de anfetamina.

3.6. Adquisicion de datos y analisis

La resistencia de acceso fue monitoreada continuamente con un pulso hiperpolarizante en el
soma. Las células que mostraron un cambio de resistencia mayor al 25 % fueron descartadas
para el andlisis. Los registros se filtraron a 1-3 kHz y digitalizados con una tarjeta ATMIO-
16E10 (National Instruments,AustinTX)DAQ(NI-DAQ). El programa de adquisicién de datos
online que se utilizé fue hecho en ambiente Labview (National Instruments). El anélisis offline se

hizo en software comercial, (Origin v.7. Microcal, NA y MATLAB).
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3.6.1. Determinacion de la plasticidad de corto plazo

Para favorecer la la transmision GABAérgica preferentemente de interneuronas se estimuld
intraestriatalmente a 1mm de la neurona de registro, pues los axones de las interneuronas se
extienden a estas distancias mientras que las conexiones entre las NEM es casi imposible
hallarlas cuando nos alejamos mas de 100 um. Las entradas excitatorias de la corteza y del
talamo se eliminaron con la aplicaciéon de CNQX (antagonista a los receptores AMPA /Kainato)

y APV (antagonista a los receptores NMDA) a una concentraciéon de 10 y 50 puM,

respectivamente.

@ Interneurona Tipo |
o SPN X
v P @ Interneurona Tipo |l
Y' @Interneurona Tipo |l

Figura 3.6.1. Protocolo de estimulacién intraestriatal que favorece la activacién de interneuronas
(Guzman et al. 2003)

El protocolo de plasticidad de corto plazo se utilizé para la caracterizacién de las maquinarias
de liberacién de las neuronas presinapticas, ya que bajo las mismas condiciones de estimulacién,
temperatura, neuronas postsinapticas, y ambiente iénico, cada neurona presinaptica exhibe una

plasticidad de corto plazo distintiva (Hennig 2013b, Dutta Roy et al. 2014, Ma et al. 2012,
Savanthrapadian et al. 2014), por lo que las diferencias observadas sugieren la activacién de
diferentes neuronas presinapticas ((Reyes et al. 1998, Gupta et al. 2000, Beierlein et al. 2003b,
Silberberg et al. 2005, Wang et al. 2006, Ma et al. 2012, Blackman et al. 2013, Savanthrapadian
et al. 2014)). Para el protocolo de plasticidad de corto plazo se aplic6 un tren de 10 pulsos a 20
Hz y se registraron las corrientes GABAérgicas postsindpticas sobre una neurona SPN. La
magnitud de las corrientes postsinapticas registradas se midié desde la linea basal al pico, para
cada una de las corrientes obtenidas en el tren (IPSC;-IPSCyy).

Para determinar el tipo de STSP se graficaron las respuestas sinapticas normalizadas con la
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Amplitud IPSC,
Amplitude IPSCq

exponenciales, después de la normalizacién con la siguiente ecuacién:

amplitud de la primer respuesta y ajustadas con una multiplicaciéon de

IPSCn o —Z/TRec _J:/TDep
T Ta (A e ) (e +B> +C (3.6.1)

Donde la primer parte de la ecuacién corresponde al proceso de recuperacion de la maquina de
liberacién y el segundo término corresponde al proceso depletador. La plasticidad de corto plazo
depende de ambos procesos ya que ambos coexisten en la terminal al mismo tiempo (Hennig
2013b). El pardmetro A representa el estado estacionario al cual el proceso de recuperacion
tiende a llegar. El parametro B representa el valor inicial del proceso de depleciéon y C es un
pardmetro constante utilizado para que el ajuste (Levenberg-Marquardt) de la plasticidad
empieze en 1. Los pardmetros Tge. ¥ Tpep corresponden a las constantes de tiempo del proceso

de recuperacién (por ejemplo, llenado vesicular) y del proceso de deplecion, respectivamente.

3.6.2. Curvas Intensidad-Amplitud

La corriente al pico de las IPSCs en funcién de la intensidad de los estimulos se ajusté con la

siguiente ecuacion:

AT)’LGJ}

Donde A,,.. representa la amplitud maxima evocada de las IPSCs, I es la intensidad del
estimulo normalizada en unidades umbral, Iyes la intensidad del estimulo que evoca la mitad de
la amplitud maxima obtenida y & describe la pendiente de subida de la curva (proporcional al
nimero de terminales reclutadas como funcién del estimulo). Este anélisis nos permite evaluar
la magnitud de la inhibicién sobre las SPN ademéds de sugerir el tipo de arborizacién de los

axones reclutados.

3.6.3. Analisis de Varianza- Media

El calculo de los pardmetros cuanticos de liberacién que nos ayudan a caracterizar las sinapsis,
se realizaron con el andlisis de varianza-media (Variance Mean Analysis: V-M). De 20-25 trazos
individuales se usaron para realizar el andlisis V-M, graficando la varianza al pico de cada IPSC

contra su amplitud media, lo que teoréticamente se ajusta a una pardbola negativa:
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V(A) = Az — B2* (3.6.3)

donde V es la varianza de las IPSCs y = es la amplitud media de las mismas IPSCs. A y B son
parametros de ajuste. El pardmetro A indica la pendiente inicial de la parabola directamente
relacionado con la amplitud del cuanto de liberacién. El pardmetro B, que regula la anchura de
la parabola esté directamente relacionado con la probabilidad de liberacién y el inverso de B
con el niamero de sitios de liberacién.

El valor promedio de la amplitud del cuanto (Qw) esta dado por:

A

= — ..4
14+CV?2 (3.6.4)

Qu

donde CV es el coeficiente de variacion de las amplitudes de las IPSCs. La probabilidad de

liberacién fue calculada por la siguiente ecuacién:

P, = gx (1+CV2) (3.6.5)

y el minimo numero de sitios de liberacién esta dado por:

N=Z (3.6.6)

Los subindices w indican los valores promediados de toda la sinapsis, es decir, algunos de los
sitios de liberacion pueden liberar mas o menos vesiculas que los sitios vecinos. De igual manera,
la probabilidad de liberacién de sitio a sitio puede cambiar, por lo que el promedio nos dird lo

que pasa, en general, con el grueso de los sitios de liberacion.

3.6.4. Modelo matematico de plasticidad de corto plazo

Proponemos un modelo computacional que reproduce las diferentes dinamicas de plasticidad
encontradas experimentalmente. El modelo cosiste en dos variables dindmicas que comprenden
varios de los mecanismos involucrados en la liberacién del neurotransmisor: ocupacién de las
vesiculas listas para liberarse (z(t)), y la probabilidad de liberar éstas vesiculas (p(t)).

Asumiendo que una neurona presindptica dispara potenciales de accién a tiempos tg, k =
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0,1,2,3..., la dindmica de liberacién de la terminal presinaptica puede describirse por el siguiente

sistema de ecuaciones:

doll) _ pooe—oll) _ 10 S (t—ty)

TRec

(3.6.7)
PO = pP=tD (1 - p) S (hi) 6 (t — t),
donde
o (t, 74, A) = AL (1=t/me) (3.6.8)
%

simula la forma del pulso en la terminal presindptica. Por simplicidad, usamos A = 1, ¢p=1y
q(h)= ghe'=h/Tper Los pardmetros oo y poo representan los estados estacionarios de la
ocupacion de vesiculas listas para liberarse y la probabilidad de liberacion, respectivamente.
TRec Y TDep Tepresentan las constantes de tiempo de recuperaciéon y deplecion, respectivamente.
La funcién ¢(h) representa un aumento en p(t), el cual depende de los intervalos interestimulos
de los potenciales de accién (h). g representa el maximo aumento en la probabilidad de
liberacién. Para este trabajo, utilizamos trenes a 20 Hz con intervalos regulares entre los
estimulos. Las simulaciones se realizaron en Python (https://www.python.org/) utilizando los

modulos scipy (http://scipy.org) y matplotlib (http://matplotlib.org).



4 Resultados

4.1. Diversidad de STSP de sinapsis GABAérgicas sobre
SPNs

La estimulacién intraestriatal de campo se realizdé a 1 mm de distancia de la SPN registrada
(ver Métodos) ya que la inhibicién entre SPN esté restringida en alrededor 100 pm. Las
neuronas espinosas se identificaron por sus respuestas caracteristicas de potenciales de accién a
inyecciones de corriente intracelular (4.1.1A), mostrando una caracterisitica rectificacién
entrante y una latencia para disparar el primer potencial de accién. Se realizaron curvas I-V

para corroborar el registro de una SPN. (4.1.1B).
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Figura 4.1.1. Identificacién de las SPNs mediante su respuesta electrofisiolégica caracteristica.

Las corrientes postsindpticas inhibidoras (IPSCs) se evocaron en las SPN con la estimulaciéon de
campo intraestriatal dando de 20 a 25 trenes de 10 pulsos de estimulacién a 20 Hz cada 10
segundos (0.1 Hz) en presencia de receptores glutamatérgicos (10 pm de CNQX y 50 pum de

APV). Esta estimulacion reveld la presencia de tres plasticidades diferentes: sinapsis depresoras

(STD; figura 4.1.2A, trazo rojo; n = 6), sinapsis facilitadoras (STF; figura 4.1.2A, trazo azul; n

= 6) y sinapsis que presentan una combinacién de facilitacién y depresién denominadas sinapsis

bifasicas (STB; figura 4.1.2A, trazo verde, n = 6). Los trazos a colores representan el promedio
de la respuesta promedio de experimentos representativos. Los trazos grises representan las

respuestas individuales e ilustran la variabilidad cudntica intrinseca de las IPSCs evocadas a los
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20-25 trenes de estimulacion. Es de notar que tanto las sinapsis facilitadoras como las bifasicas
exhiben fallas al evocar IPSCs (figura 4.1.2A), sugiriendo que los elementos presinapticos tienen
una baja probabilidad inicial de liberacién en comparacién con la sinapsis depresora que no
muestra fallas al evocar los IPSCs sugiriendo una alta probabilidad inicial de liberacion.
Trabajos previos (Czubayko & Plenz 2002, Guzman et al. 2003, Koos et al. 2004, Tecuapetla
et al. 2007a, Taverna et al. 2008, Lépez-Huerta et al. 2012; 2013) han demostrado que la
plasticidad de corto plazo de la sinapsis entre SPNs es depresora con una tasa de depresiéon
mayor a la plasticidad de corto plazo de la sinapsis entre FS-SPN (figura 4.1.2A, trazo
amarillo). La plasticidad obtenida entre SPNs se realizé a través de estimulacién antidréomica
desde el GPe, registrando una SPN del estriado. Se sabe que la estimulacion antidromica desde
el GPe favorece la sinapsis entre SPNs. La figura 4.1.2A, muestra que la dindmica de corto plazo
entre SPNs (amarillo) difiere de las dindmicas obtenidas con la estimulacién intraestriatal. La
sinapsis depresora, encocntrada estimulando intraestriatalmente (figura 4.1.2A, trazo rojo) no
fue significativamente diferente a la reportada previamente a la conexién entre FS-SPN

registrada bajo las mismas condiciones farmacolégicas (Tecuapetla et al. 2007a).
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Figura 4.1.2. Plasticidad de corto plazo de las diferentes entradas inhibidoras sobre SPNs.

Dado que existen diversos tipon neuronales GABAérgicos en el estriado (Tepper et al. 2004,
Tepper & Bolam 2004b, Tepper et al. 2008, Ibanez-Sandoval et al. 2010, Tepper et al. 2010,
Ibanez-Sandoval et al. 2011, Munoz-Manchado et al. 2014, Beatty et al. 2015) y cada una
podria exhibir diferente tipo de plasticidad sinaptica sobre las SPNs, se realizaron
caracterizaciones cuantitativas de las muestras que mostraron la misma STSP normalizada al

primer estimulo: STD, STF y STB y se ajustaron con la ecuacién 3.6.1 (ver Métodos) (4.1.2B;
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promedios en trazos de color y errores de estimacién en sombras). Este procedimiento distingue
claramente entre las tres clases de dindmicas obtenidas. Los valores cuantitativos de las
diferencias cualitativas se muestras en la tabla 4.1.3. Las dindamicas evocadas para cada
plasticidad fue robusta, sugiriendo que existen diferentes sinapsis inhibidoras cuya dindmica de
plasticidad de corto plazo es diferente entre si. Nétese de la tabla 4.1.3 que para las sinapsis
depresoras, la constante de tiempo de recuperacién es 6 veces mas lenta que la constante de
tiempo de deplecién, (Trecde STD vs. Tpep de STD; p <0.05. prueba Friedman con prueba de
Dunn como prueba post hoc) lo que explica porqué, en estas sinapsis, el proceso de depresion es
el proceso dominante. En contraste, en las sinapsis facilitadoras el proceso de recuperacion es
dominante a pesar de que la constante de tiempo de recuperacién en casi el doble de la
constante de deplecion (7rec.de STF vs. 7pep de STF; p >0.05. prueba Friedman con prueba de
Dunn como prueba post hoc), sin embargo, el valor estacionario del proceso de deplecién en las
sinapsis facilitadoras es mucho mayor que el valor estacionario de deplecién de las sinapsis
depresoras (nétese el signo de los pardmetros B en ambas sinapsis, 4.1.3) resultando dominante
el proceso de facilitacién. En las sinapsis bifasicas, el proceso de deplecién fue aproximadamente
50 % mas lento (Trecde STB vs. Tpep, de STB; p <0.05. prueba Friedman con prueba de Dunn
como prueba post hoc), por lo que, después de la facilitacién inicial, la depresion fue dominante
dando la caracteristica bifasica de facilitacién y depresion. En resumen, en las sinapsis
facilitadoras y las bifasicas, el proceso de deplecién vesicular tiende a ser més lento que en las
sinapsis depresoras mientras que la probabilidad inicial de liberacién es mayor en las sinapsis
depresoras. Dados estos resultados, seria muy improbable que una misma clase de elemento
presinaptico posea todos estos diferentes mecanismos sobre el mismpo tipo de elemento
postsinaptico, bajo las mismas condiciones. Sin embargo, vinculamos otros experimentos para

distinguir las diferentes entradas GABAérgicas sobre las SPNs.

Sinapsis Depresoras Sinapsis Facilitadoras Sinapsis Bifasicas
Control 6-OHDA Control 6-OHDA Control 6-OHDA
A L15+0.17 1.41+0.27 257+05 3.09x1 4407 1.9 +£0.68
TRec (INS) 107.7 = 37 120.2 +£ 44 53.6 £15.2 158.2£28.3 62 +10.9 70£20
Tbep (ms) 17.2 £ 8.24 393+24 293x76 37.7+£17.2 96+ 5.8 161+ 38
B -0.5+ 016 -0.23 + 0.26 2.4 +0.62 47x16 32+08 0.41+0.5
C 0.92£0.14 0.35+0.6 -44+28 -18+12 —13.2+£53 -2+2

Figura 4.1.3. Pardmetros de la ecuacién de ajuste de las STSP : IPSC,/IPSC; =
(A —ev/ —sz) * (ex/ “TDep — B) + C sobre el promedio =+ el error de estimacién.
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4.2. La amplitud de las IPSCs y la tasa de reclutameinto

sinaptico difiere de acuerdo a la plasticidad exhibida

Se hicieron experimentos Intensidad-Amplitud sobre las sinapsis previamente caracterizadas por
su plasticidad de corto plazo. Primero, se determiné el minimo estimulo que produce un IPSC
sobre una SPN. Este estimulo se establecié como la intensidad umbral para normalizar las
demas respuestas. La intensidad del estimulo se aumenté gradualmente, medido en intensidades
umbrales, evocando corrientes postsinapticas con mayores amplitudes. La relacién obtenida
entre la amplitud de las IPSCs y la intensidad del estimulo se ajusté con la ecuacién 3.6.2 (ver
Métodos) donde A,,q, denota la amplitud méxima de los IPSCs, I}, denota la intensidad que
evoca la mitad de la maxima respuesta y k es la pendiente de la sigmoide proporcional al

reclutamiento de los sitios de liberacion en funcién de la intensidad del estimulo.
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Figura 4.2.1. Relacién Intensidad-Amplitud.

Debido a la variabilidad cuantica de las sinapsis, se ajusté la ecuacién 3.6.2 al promedio de cada
muestra clasificada por su STSP (Figura 4.2.1A). Los errores de estimacion del ajuste se
ilustran sombreados alrededor del promedio. Las sinapsis que mostraron diferentes tipos de
plasticidad de corto plazo mostraron también diferentes relaciones IA. Las sinapsis depresoras
alcanzaron una corriente de saturacion mas rapido que las sinapsis facilitadoras y las bifasicas
(kstp>kstr, kstp>ksrp; p<0.05. Kruskal-Wallis con prueba de Dunn como prueba post hoc)
mientras que el factor de reclutamiento entre las sinapsis bifasicas y las sinapsis facilitadoras fue
mas lento y no hubo diferencia significativa entre ellas (p>0.05. Kruskal-Wallis con prueba de

Dunn como prueba post hoc) (Figura 4.2.1A ; Tabla 4.2.2 ) El indice de reclutamiento se definié
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como la relacién entre el factor de reclutamiento (k) y el estimulo necesario para obtener la
mitad de la méxima amplitud (I,) IR = k/Ij, y se grafic6 contra la amplitud méxima evocada.
(Figura 4.2.1B). Las sinapsis facilitadoras y bifasicas tuvieron un IR<1, mientras que las
sinapsis depresoras un IR>1 (p<0.5 entre las STD y las STF)(Tabla 4.2.2). De acuerdo con
evidencia previa (Koos et al. 2004, Tecuapetla et al. 2007a, Tepper et al. 2010) , las sinapsis
depresoras podrian corresponder a la sinapsis entre interneuronas positivas a parvalbimina
(PV+) o fast spiking (FS) cuyos axones se extienden radialmente de manera muy densa lo que
se ve reflejado en un IR>1 y una k mayor a las demas sinapsis. Asi mismo, la amplitud maxima
obtenida para las sinapsis depresoras fue mayor que la obtenida para las sinpasis facilitadoras
(Apaz de las STD > A4, de las STF, p<0.05, Kruskal-Wallis con prueba de Dunn como
prueba post hoc) aunque no fue significativamente diferente que la obtenida para las sinapsis
bifasicas (Amae de las STD vs. Ayq, de las STB, p>0.05, Kruskal-Wallis con prueba de Dunn
como prueba post hoc). Probablemente, estas diferencias se deben a que las sinapsis depresoras
tienen sus contactos sindpticos sobre los somas de las SPNs (donde se realizaron estos registros)
mientras que las sinapsis facilitadoras hacen sinapsis en las dendritas de las SPNs. También las
fallas sindpticas y la baja probabilidad de liberaciéon explica las amplitudes pequenas en las
sinapsis facilitadoras y las bifasicas, a pesar de que si pueden exhibir IPSCs de gran amplitud

como los mostrados en trazos individuales (Figura 4.1.2A, trazos grises).

Sinapsis Depresoras Sinapsis Facilitadoras Sinapsis Bifasicas
Control 6-OHDA Control 6-OHDA Control 6-OHDA
A (pA) 1539+ 15 180 + 1.2 89+6.7 139+ 1.5 135+ 116 214 +9.7
k (Tu/pA) 2.3x0.16 2.5%0.15 L2+04 1+0.03 0.73+0.12 1.05+0.14
I, (Tu) 2+0.05 2.9+0.02 31+03 4.9 +0.04 45+0.36 4.6 +0.16

Figura 4.2.2. Parametros de la ecuacion de ajuste de las curvas I-A en sinapsis que exhiben

diferentes STSP: A(I) = % sobre el promedio de las IPSCs = el error de estimacion.

Trabajos previos han registrado pares entre interneuronas FS y SPNs (Koos et al. 2004,
Tecuapetla et al. 2007a, Russo et al. 2013, Szydlowski et al. 2013), mientras que no existen
suficientes registros entre otras clases de interneuronas y las SPNs (Ibanez-Sandoval et al. 2011).
La razon podria ser que debido a que los axones de estas interneuronas se proyectan
difusamente en una esfera de >1000 pm de radio (Ibanez-Sandoval et al. 2010;2011)
complicando la prediccién de la neurona postsinaptica con la que hard conexién, recordando que
el estriado no tiene una estructura en capas o en columnas como otras areas del cerebro. Sin
embargo, estos resultados sugieren que, como en otras areas del cerebro, diferentes tipos de

plasticidad sinaptica podria sugerir diferentes interneuronas presinapticas GABAérgicas sobre
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las neuronas estriatales de proyeccién. (Reyes et al. 1998, Gupta et al. 2000, Beierlein et al.
2003b, Silberberg et al. 2005, Wang et al. 2006, Tecuapetla et al. 2007a, Catterall & Few 2008a,
Ma et al. 2012, Blackman et al. 2013, Savanthrapadian et al. 2014).

Se sabe que la amplitud de los eventos sindpticos de algunas, no todas, las neuronas
GABAérgicas o las terminales en el estriado sobre las SPNs cambian cuando se pierde la
aferencia dopaminérgica (Dehorter et al. 2009). Por ello, es posible que las plasticidades de
corto plazo se vieran afectadas con la pérdida de dopamina como en un modelo de la

enfermedad de Parkinson.

4.3. Diferentes STSP son diferencialmente afectadas

por la ausencia de DA

Para examinar cémo las entradas GABAérgicas sobre las SPNs podrian ser afectadas por la
pérdida de la aferencia dopaminérgica, utilizamos el modelo hemiparkinsoniano de roeador con
6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Ungerstedt 1968). La 6-OHDA se inyect6 unilateralmente en la
SNc para eliminar las aferencias dopaminérgicas al estriado. El éxito de la lesién inducida por

6-OHDA se realiz6 con la prueba de giro inyectando anfetamina 7 dias después de la cirugia,

contabilizando los giros ipsilaterales (ver Métodos) (Figura 3.5.1)
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Figura 4.3.1. Las sinapsis en animales lesionados con 6-OHDA son diferencialmente afectadas
dependiendo de la plasticidad que exhiban

Los trenes de IPSCs evocados que presentan depresion de corto plazo en condiciones control
(Figura 4.3.1A, trazo negro) no difirieron a los evocados en animales lesionados con 6-OHDA
(Figura 4.3.1A, trazo rojo). De hecho, la dindmica de la depresiéon en ambos casos fue muy
similar (Figura 4.3.1B) a pesar de que las constantes de tiempo y recuperacion de los
parametros ajustados fueran ligeramente diferentes (Tabla 4.1.3). La variacién cuédntica de los
IPSCs (Figura 4.3.1A, trazos grises) en funcién de la amplitud media se distribuyé de manera
similar, indicando, con el andlisis de varianza-media (ver Métodos) que la probabilidad de

liberacién y el ntimero de sitios de liberacion de las sinapsis que presentan depresién de corto
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plazo no se ven afectados por la falta de DA (Clements & Silver 2000). En contraste, las
sinapsis que presentan facilitacién de corto plazo (Figura 4.3.1D-F) son altamente afectadas por
la falta de DA. La falta de aferencias dopaminérgicas aumentaron la probabilidad de liberacién
(Pw)(Clements & Silver 2000) de 0.23£0.03 a 0.4240.03 (media £+ sem) (p<0.05; Prueba U de
Mann-Whitney), sugiriendo, que en control, la dopamina ayuda a mantener baja la probabilidad
de liberacién de estas sinapsis. Este tipo de efectos ya se han descrito para los receptores de
dopamina tipo D2 en las terminales entre colaterales de espinosas estriatales (?Tecuapetla et al.
2007a). En consecuencia con este resultado, el ajuste de la facilitacién en animales lesionados
(Figura 4.3.1E) cambié, aumentando la constante de tiempo del proceso de recuperaciéon (Tabla
4.1.3). Noétese, de la figura 4.3.1, que las fallas sindpticas disminuyeron. Experimentos
representatvivos en animales lesionados muestran que la varinaza de los IPSCs y la amplitud de
los mismos describen una parabola mas alta y mas ancha que la pardbola descrita en control,
sugiriendo un aumento en la probabilidad de liberacion y en los sitios de liberacion. Ambas
posibilidades fueron exploradas con el modelo matematico propuesto. Las sinapsis bifasicas
mostraron resultados similares a las sinapsis facilitadoras (Figura 4.3.1G-I) en ausencia de DA
La probabilidad de liberacién, Pw, aumenté de 0.31+ 0.02 a 0.58+ 0.01 (p<0.05. Prueba U de
Mann-Whitney) por lo que las fallas sindpticas se abolieron. Sin embargo, contra lo esperado, el
proceso facilitador en estas sinapsis disminuy6 (Figura 4.3.1H), dando lugar a un aumento en el
pardmetro de ajuste de la constante de tiempo de la deplecion (Tabla 4.1.3), mientras que el
proceso de depresion que le subsigue se mantuvo similar que en control, por lo que la constante
de tiempo de recuperacién se mantuvo similar (Tabla 4.1.3). Asi mismo, la pardbola descrita
por la varianza de los IPSCs con respecto a la amplitud media muestra una altura mayor lo que
sugiere un aumento en los sitios de liberacion, lo cual se analizard con el modelo matematico

propuesto.
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Figura 4.3.2. Cambios en la relacién Intensidad-Amplitud en animales lesionados con 6-OHDA.
Lineas punteadas representan la relacion I-A obtenida en control.

EL reclutamiento de los sitios activos y la amplitud maxima evocada también se estudié en
animales lesionados con 6-OHDA mostrando que las sinapsis depresoras se mantienen similares
que en condiciones control (Figura 4.3.2 y Tabla 4.2.2). Los trazos sélidos muestran la relacién

I-A de animales depletados de DA mientras que los trazos punteados muestran la relacién

obtenida en control para su comparaciéon. La amplitud maxima obtenida en las sinapsis
depresoras fue ligeramente mayor, aunque no hubo cambios significativos. En comparacién, las
sinapsis facilitadoras aumentaron su amplitud maxima en un 64 % (p<0.05; Prueba

Kruskal-Wallis con prueba de Dunn como pureba post hoc)(Tabla 4.2.2) aunque el factor de

reclutamiento no cambié significativamente, sugiriendo que la disposicién anatémica de los
axones y sus sitios de liberacién permanece constante en ausencia de DA. Las sinapsis bifasicas
mostraron una amplitud maxima mayor que las sinapsis depresoras (Figura 4.3.2) aumentando

un 63 % en comparacién con su control (p<0.05; Prueba Kruskal-Wallis con prueba de Dunn
como pureba post hoc). El factor de reclutamiento aumenté, aunque no de manera significativa.

En resumen, la falta de dopamina apecta de manera diferencial a las sinapsis inhibidoras del
estriado sobre las SPN, siendo las sinapsis facilitadoras y bifasicas las mas afectadas mostrando
una disminucién de fallas sindpticas mediante un aumento de la probabilidad de liberacién y/o
en el nimero de sitios activos disponibles, ademas de generar mayor inhibicién sobre las SPN,

mostrado por el aumento de la amplitud maxima de las IPSCs evocadas en las relaciones I-A.
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4.4. Los canales de calcio asociados a la liberacion de
GABA son diferentes de acuerdo a la STSP

Ademas de caracterizar las entradas GABAérgicas por su plasticidad de corto plazo y la
relacion existente entre la amplitud de la respuesta sindptica y la intensidad de la estimulacién
(relacion I-A) se estudiaron los tipo de canales de calcio presentes en las terminales que utiliza

cada elemento presindptico para la liberacion de GABA. De la variedad de canales de calcio

dependientes de voltaje existentes, se sabe que en el sistema nervioso, la subfamilia CaV2,

particularmente los canales CaV2.1 (canales de calcio dependientes de voltaje tipo P/Q) y en
algunas neuronas, los canales CaV2.2 (canales de calcio dependientes de voltaje tipo N) como en
las neuronas LTS hipocampales (Poncer et al. 1997) son los principales canales responsables de
la transmisién sindptica (Mochida et al. 2008, Catterall & Few 2008b, Catterall et al. 2013). La
eficiencia en la liberacion del neurotransmisor depende de la entrada de calcio a través de estos
canales, lo que resulta de gran importancia en la caracterizacion de las terminales presinapticas.

Para estos experimentos se utilizé la toxina presente en el veneno de un caracol marino que

bloquea los canales de calcio CaV2.2 llamada w-conotoxina GVIA.
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Figura 4.4.1. Participacion del canal de calcio tipo N en la liberacién de GABA en las sinapsis
inhibidoras clasificadas por su STSP.

Las neuronas que mostraron depresién de corto plazo muestran un decremento en la amplitud
de la respuesta sinaptica, sin embargo, dicha respuesta no se ve abolida por la aplicacién de la
w-conotoxina GVIA demostrando asi que el canal de calcio CaV2.2 no es el canal responsable de
la liberacién de GABA. Experimentos realizados sobre interneuronas FS en la corteza
prefrontal, muestran que este tipo de interneruonas utilizan el canal de calcio tipo Cav 2.1 y no
el CAV2.2 para la libracién de GABA (Tecuapetla et al. 2007b, Zaitsev et al. 2007) asi como en
el caso estriatal. Estos resultados, junto con la dinamica particular de corto plazo y la relacién
IA mostrada por las sinapsis STD nos hacen sugerir que las neuronas que muestran depresién
de corto plazo son sinapsis putativas entre interneuronas Fast Spiking y SPNs. Asi mismo, las

sinaspsis bifdsicas también mostraron una reduccién en la amplitud de las corrientes evocadas
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pero estas respuestas no fueron abolidas por la aplicacién de la toxina. Por el contrario, la
aplicacién de la w-conotoxina disminuye significativamente la respuesta sindptica en las neuronas
que mostraron facilitacion de corto plazo, esto es, el canal responsable de la liberacién de GABA
en las presinspsis que exhiben facilitacion de corto plazo es el canal de calcio tipo CaV2.2.
La aplicacién de la w-conotoxina GVIA demuestra que el canal de calcio necesario para la
liberacién del GABA también es diferencial entre los elementos presinapticos que muestran
diferencias en la plasticidad de corto plazo, lo que ademas sugiere una dependencia diferencial

en la maquinaria de liberacion subyacente a las diferencias en la dindmica sinaptica.

4.5. Modelo matematico

Para examinar la dindmica de la liberacién que da lugar a diferentes plasticidades de corto
plazo y asi poder explicar mejor los cambios descritos en algunas sinapsis por la falta de
dopamina, realizamos un modelo matematico (ver Métodos) que simulara una gama de posibles
plasticidades, entre ellas, depresién, facilitacion y la dindmica bifdsica de facilitacién seguida de
depresion de corto plazo, observadas experimentalmente. Nuestro modelo, en contraste con los
que se han propuesto anteriormente (Tsodyks & H 1997a, Markram et al. 1998b;a, Dittman
et al. 2000, Richardson et al. 2005), no consta de una variable para la depresién y otra para la
facilitacion puesto que pensamos que estos procesos son el resultado de una combinacién
particular de varios mecanismos presinapticos como la cantidad de vesiculas listas para
liberarse, la probabilidad para liberar esas vesiculas y la velocidad con la que la terminal pueda
reponerse de un pulso para liberar de nuevo. Por ello, simulamos la dindmica de las tres
plasticidades asuminedo las mismas dos variables dindmicas: 1) la probabilidad de liberacion,
p(t)y 2) la fraccién de ocupacién vesicular del RRP, x (¢). Las variables de estado evolucionan
con mecanismos que son cualitativamente iguales pero cuantitativamente diferentes. Esto es, las
tres dindmicas tienen la misma forma pero diferentes parametros. Note que los posibles cambios
en los sitios postsinapticos estan fuera del alcance de esta tesis.

Para modelar el comportamiento del promedio de las diferentes clases de STSP, medimos los
parametros TRee, Tpep, P (0),  (0) y h para resolver el sistema de ecuaciones 3.6.7 (Ver
Métodos). Luego, comparamos la aproximacién del modelo al ajuste realizado sobre las
dinamicas experimentales con la ecuacién 3.6.1. Un tren de 10 pulsos a 20 Hz para detonar la
respuesta sinaptica (Figura 4.5.1). La probabilidad de liberacién p (t), en linea discontinua y la
proporcién de ocupacion de vesiculas en el RRP x (), en linea punteada, se siguieron en el
tiempo, estimulo por estimulo. La notacién x (0)denota la ocupacién inicial de vesiculas en el

RRP asi mismo, p (0) denota la probabilidad inicial de liberacién obtenida mediante el analisis



Capitulo 4. Resultados

de Varanza-Media (Figura 4.3.1). La cantidad neta de neurotransmisor liberado sera entonces
calculado como la facilidad de liberar la proporcién de vesiculas listas para liberar dada por la
probabilidad de liberarlas, correspondiente a la multiplicacién de x (¢) - p (t), graficada en linea
gris continua. Se realizé la normalizacién de NT liberado en cada pulso (Liberacién,) con
respecto a la liberacién de NT del primer pulso (Liberaciény) graficada en el tiempo (Figura
4.5.1 trazos continuos de colores) para compararla con las dindmicas experimentales ajustadas

con la ecuacién 3.6.1 (Figura 4.5.1 trazos continuos negros).
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Figura 4.5.1. Reproduccién de la dindmica de plasticidad de corto plazo experimental con el

modelo propuesto.
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En las sinapsis depresoras, la llegada de cada pulso, aumenta un poco la probabilidad de
liberacién, aunque no cambia mucho en el tiempo, explicando la falta de fallas sinapticas que
muestran las sinapsis depresoras. La ocupacién de las vesiculas del RRP, que inicialmente tiene
un valor de 1 (asumiendo que la sinapsis se encuentra en reposo y todas las vesiculas del RRP
estan listas para ser liberadas) si disminuuye drasticamente con cada pulso. Esto causa que la
liberacién maxima (puntos amarillos sobre la cantidad de NT liberado) disminuya en el tiempo
explicando la depresion de corto plazo (Figura 4.5.1A, arriba). En estas sinapsis, los pardmetros
que caracterizan su dindmica se preservaron después de la deplecién de dopamina (Figura
4.5.1B, arriba). En este caso, el modelo y los datos experimentales, el primero en linea roja y el
seguundo en linea continua negra, ajustados con la ecuacién 3.6.1, muestran una gran cercania.
Los pardmetros utilizados para modelar las sinapsis depresoras fueron: 7ge.= 32 ms, 7pep= 5
ms, p(0) = 0.35, x(0) = 1y h = 0.1, confirmando que en estas sinapsis, el proceso de deplecién
es mucho mas rapido que el de recuperacién. Los parametros usados para modelar los cambios
en la falta de dopamina fueron: 7ge.= 33 ms, 7pep= 6 ms, p(0) = 0.35, x(0) =1y h = 0.1, de
acuerdo con el hecho de que la falta de dopamina no afecta significativamente la dinamica de las
sinapsis depresoras. En contraste, en las sinapsis facilitadoras en control se muestra que la tasa
de deplecion y de recuperacioén vesicular juntas preservan mas o menos la misma proporciéon de
vesiculas listas para liberar (Figura 4.5.1A, medio; linea punteada) durante el tren de pulsos.
Ademés, la probabilidad de liberacién (Figura 4.5.1A, medio; linea discontinua) aumenta
ligeramente durante en el transcurso del tren de pulsos. Ambos factores juntos producen un
aumento en la liberacién de NT estimulo tras estimulo (Figura 4.5.1A, medio; puntos amarillos)
dando lugar a la dindmica de facilitacién caracteristica de estas sinapsis (Figura 4.5.1A, medio;
trazo azul) correspondiente a la facilitacién observada experimentalmente (Figura 4.5.1A,
medio; trazo negro). Sin embargo, en el ajuste de los datos experimentales en el tejido depletado
de dopamina, los parametros cambiaron drasticamente, por lo que el modelo, aunque aproxima
la dindmica, no la describe fielmente como en control. La proporcién de vesiculas inicial cambié
dramdticamente, x (0) = 4, prediciendo que las terminales presindpticas de estas sinapsis ahora
tienen una mayor proporcién de vesiculas listas para liberarse, de hecho, 4 veces méas vesiculas
que en control (Figura 4.5.1B, medio; linea punteada). Ante cada estimulo el pool de vesiculas se
repone rapidamente mientras que la probabilidad de liberacién aumentaba ligeramente (Figura
4.5.1B, medio; linea discontinua). Ambos factores en conjunto producen el aumento tan grande
caracteristico de las sinapsis facilitadoras depletadas de DA. Ajustes en el modelo deben hacerse
para lograr la completa convergencia entre el modelo y los datos experimentales. Los parametros
utilizados para simular las sinapsis STF en control fueron: 7ge.= 15 ms, 7pep= 60 ms, p(0) =
0.2, x(0) = 1 y h = 0.05, mostrando que la deplecién es mas lenta que la recuperaciéon como se

esperaba. Los pardmetros de ajuste para las sinapsis STF después de la lesiéon con 6-OHDA
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fueron: 7gec= 10 ms, 7pep= 1000 ms, p(0) = 0.3, x(0) = 4 y h = 0.07, sugiriendo que la
deplecién vesicular es mucho mas lenta y el pool de vesiculas mucho mas grande con un pequeno
cambio en la probabilidad de liberacién. La prediccion del modelo que el niimero de vesiculas
disponibles ante la deprivaciéon de DA es 4 veces mas grande debe comprobarse
experimentalmente. Por ultimo, en las sinapsis bifasicas la probabilidad de liberacién aumenta
con cada estimulo mientras que la proporciéon de vesiculas listas para liberarse disminuye, lo que
causa una facilitacién inicial seguida de una depresién (Figura 4.5.1A; abajo). El modelo de las
sinapsis bifasicas después de la lesién de 6-OHDA muestra un aumento en la probabilidad de
liberacién. En contraste, hubo un decremento en la ocupacién de vesiculas (Figura 4.5.1B,
abajo). De nuevo, experimentos fisiologicos que comprueben las predicciones del modelo deben
realizarse asi como la geometria del sistema dindmico para dilucidar si las souciones encontradas
empiricamente corresponden a zonas especiales del espacio fase. Los pardmetros de ajuste de las
sinapsis STB en control fueron : 7ge.= 13 ms, 7pep= 170 ms, p(0) = 0.29, x(0) = 0.7y h = 0.3,
sugiriendo que el pool de vesiculas en estas presinapsis es 30 % menor que las sinapsis STD y
STF. Los parametros que aproximan el modelo después de la depleciéon de DA fueron: 7re.= 9.5
ms, Tpep= 200 ms, p(0) = 0.54, x(0) = 0.7 y h = 0.3. En contraste con las sinapsis STF, el
mayor cambio en las sinapsis STB fue el aumento en la probabilidad inicial de liberaciéon y no la
proporcién de vesiculas del RRP. En resumen, el modelo general aqui propuesto sugiere
diferencias mecanisticas importantes entre los tres tipos de plasticidades descritas entre
elementos GABAérgicos presinipticos y las SPNs. Asi mismo, muestra la afectaciéon diferencial
entre estos elementos en condiciones de deprivaciéon dopaminérgica. Estos cambios sugieres

experimentos fisioldgicos que comprueben las predicciones del modelo.



5 Conclusiones

Se estudi6 la plasticidad de corto plazo (STSP) de las entradas GABAérgicas que hacen sinapsis
con las neuronas estriatales de proyeccién (SPNs). Revelando que 1): los trenes de sindpticos
evocados exhiben tres tipos diferentes de dindmicas sindpticas: depresién de corto plazo (STD),
facilitacién de corto plazo (STF), y una mezcla de facilitacién y depresiéon denominada
plasticidad bifasica de corto plazo (STB). En otros niicleos cerebrales, donde los registros entre
interneuronas y neuronas de proyeccién son mas facilmente realizados, se ha encontrado que
cada una de estas dindmicas corresponde a elementos presindpticos distintos, siempre y cuando
se mantengan las condiciones experimentales iguales (Reyes et al. 1998, Gupta et al. 2000,
Thomson 2000, Zucker & Regehr 2002, Beierlein et al. 2003b, Silberberg et al. 2005, Wang et al.
2006, Tecuapetla et al. 2007a, Catterall & Few 2008a, Ma et al. 2012, Blackman et al. 2013,
Savanthrapadian et al. 2014). 2) El ajuste experimental y la simulacién computacional muestra
que en las sinapsis STF y STB el proceso de deplecion tinede a ser menor que en las sinpasis
STD, mientras que la probabilidad de liberacién es mayor en las sinapsis depresoras. 3) La
relacién Intensidad-Amplitud (gréaficas I-A) se midié en muestras de sindpticos clasificadas por
la plasticidad de corto plazo que exhibian, encontrando que cada tipo de plasticidad esta
asociada a diferentes relacions I-A. Por ello, es dificil pensar que la misma neurona presinaptica
pueda exhibir una combinacién de estos parametros funcionales, es decir, dado que la relaciéon
I-A, clasificada por la plasticidad que presenta, exhibe diferencias funcionales y anatémicas se
concluye que los elementos presindpticos encontrados son diferentes neuronas GABAérgicas. 4)
Los canales de calcio responsables de la liberacion de GABA difiere de acuerdo a la plasticidad
de corto plazo exhibida: las sinapsis facilitadoras utilizan el canal de calcio CaV2.2 (tipo N)
mientras que las sinapsis depresoras y bifasicas utilizan el canal de calcio CaV2.1(tipo P/Q)
para liberar el NT. 5) Proponemos un modelo matemaético de plasticidad sindptica con dos
variables dindmicas: la probabilidad de liberacién p (t)y la proporcién de vesiculas listas para
liberarse z (t). Este modelo, reproduce la variedad de plasticidades encontradas
experimentalmente en condiciones control. 6) Se ha reportado que algunas entradas
GABAérgicas sobre las SPNs sufren cambios funcionales en condiciones de falta de DA
(Dehorter et al. 2009), en consecuencia, hemos observado que la deplecién de dopamina afecta

diferencialmente las sinapsis dependiendo de la plasticidad de corto plazo que presenten: las
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sinapsis depresoras no se ven afectadas mientras que las sinapsis facilitadoras y bifdsicas se ven
muy afectadas. 7) El ajuste del modelo sobre la dindmica de las STF durante la deplecién de
dopamina indica que la maquinaria de liberacion esté altamente alterada sugiriendo que el
mayor cambio se encuentra en la cantidad de vesiculas del RRP, aumentado hasta 4 veces, en
comparacion con su control. Se necesitan hacer experimentos de identificacién de la neurona
presinaptica que muestra facilitacién de corto plazo asi como la comprobacion del aumento del
pool de vesiculas. De igual manera, el ajuste de las sinapsis bifasicas luego de la lesién con
6-OHDA evidencia cambios drasticos en la maquinaria de liberacién sugiriendo que en estas
sinapsis el cambio es mayoritario en la probabilidad de liberacién y no en el tamaiio del pool de
vesiculas.

Existe un gran nimero de posibles entradas GABAérgicas sobre las neuronas estriatales de
proyecciéon como en otros nucleos (Tepper & Bolam 2004a, Tepper et al. 2004; 2008,
Ibanez-Sandoval et al. 2010; 2011, Munoz-Manchado et al. 2014, Beatty et al. 2015) ademés de
la inhibicién entre colaterales de espinosas cuya dindmica sindptica y plasticidad de corto plazo
difiere de las plasticidades encontradas (Figura 4.1.2). En el presente trabajo, utilizamos la
estimulacién intraestriatal registrando neuronas espinosas a 1 mm del sitio de estimulacién para
dilucidar una variedad diferentes entradas GABAérgicas, presumiblemente interneuronas
estriatales dado que los registros en pares de neuronas entre interneuronas y espinosas es dificil
de obtener (Ibanez-Sandoval et al. 2010;2011) dada la falta de organizacién columnar o laminar
presente en otros niicleos. ASi mismo, se sabe que las técnicas optogenéticas pueden interfereir
en la maquinaria de liberacién cambiando la dindmica de liberacién de las neuronas
presindpticas (Jackman et al. 2014). Ademads, proponemos un nuevo modelo computacional para
estudiar la plasticidad sinaptica revelando diferencias entre los mecanismos bésicos de cada
sinapsis subyacentes a las diferentes dinamicas sindpticas y sus cambios diferenciales en la
deprivacién de dopamina. Las consecuencias de estos rearreglos en el microcircuito estriatal
parkinsoniano son todavia desconocidos, generando nuevas preguntas a nivel experimental y
tedrico sobre el papel que juegan las interneuronas estriatales en la orquestaciéon y

reorganizaciéon del microcircuito estriatal.



Apéndice A: Registro en pares de
inteneuronas NPY+ y SPNs

Utillizando ratones homocigotos B6.FVB-Tg(Npy-hrGFP)1Lowl/J (BAC-GFP NPY+) adultos
de 2 meses de edad se estudié la posibilidad de que uno de estos dos tipos neuronales
(NPY-PLTS y NPY-NGF) pudieran ser las responsables de la plasticidad STF o STB. Se
realizaron experimentos en pares de interneuronas NPY—+-SPN.

Las rebanadas se observaron bajo un miscroscopio de epifluorescencia. Una vez que la
interneurona marcada con GFP fue identificada, se cambi6 a la configuracion de
video-microscopia de iluminacién infrarroja para el registro electrofisiolégico. Se identificaron
dos tipos de interneuronas marcadas, correspondientes a las descritas en Ibanez-Sandoval et al.
2011 (Figura 5.0.1).

NPY-NGF

NPY-PLTS

100 pm 100 ym

Figura 5.0.1. Identificacién de los dos tipos de interneurona positiva a NPY.

Las neuronas identificadas como NPY-NGF son neuronas descritas recientemente como
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neuronas neurogliformes con un soma redondeado y cuyo axén se expande densamente de
manera radial alrededor del soma (Figura 5.0.1 izquierda), mientras que las neuronas
identificadas como NPY-PLTS muestran un soma elipsoide y extienden su axén de manera
difusa dentro del estriado. La probabilidad de conexion entre las NPY-NGF y las SPN es del
80-85 % debido a la densa arborizacién de su axén. El registro de la interneurona NPY-NGF se
realizé en fijacién de corriente y se registraron las corrientes postsinapticas evocadas en una

SPN en fijacién de voltaje.
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Figura 5.0.2. Caracterizacion de la plasticidad de corto plazo en la sinapsis entre neuronas
NPY-NGF y SPN.

La figura 5.0.2A muestra la identificacién de las neuronas NPY-NGF. La conexién entre la
NPY-NGF y la SPN se identific6 emdiante las corrientes postindpticas evocadas en la SPN por
un potencial de accién generado en la NPY-NGF presinaptica (Figura 5.0.2B). La plasticidad
de corto plazo en esta sinapsis se realizé generando 10 potenciales de accion en la presinapsis
mediante la estimulacién de 10 pulsos breves (5 ms) de corriente a 20 Hz y se registraron las
corrientes postsindpticas provocadas en una SPN mostrando una marcada depresién de corto
plazo, mucho mayor a la descrita entre sinapsis FS-SPN y entre SPNs. Con estos resultados
podemos descartar a la interneurona NPY-NGF como posible elemento presinaptico responsable
de la facilitacién de corto plazo y de la plasticidad bifasica sobre las SPNs.

Los mismos experimentos se realizaron tomando como presinapsis la NPY-PLTS, a pesar de que
la probabilidad de conexién entre las NPY-PLTS y las SPNs es de 1% dado que el axén de las

NPY-PLTS se extiende de manera escasa dentro del estriado. La figura 5.0.3A muestra la
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identificacion de la interneurona NPY-PLTS. La conexion de la sinapsis se identificé por las
corrientes postsindpticas evocadas en la SPN ante un potencial de accion generado en la
NPY-PLTS. Esta sinapsis evoca corrientes postsindpticas méas pequenias que van desde las
multiples fallas sindpticas, no mostradas para la mejor visualizacion de la corriente méaxima
generada, mostrada en la figura 5.0.3B en trazo rojo la cual tiene una amplitud de 20 pA. EL
protocolo de plasticidad se realizé generando 10 potenciales de accién en la presinapsis mediante
la estimulacién de 10 pulsos breves (5 ms) de corriente a 20 Hz y se registraron las corrientes
postsindpticas evocadas en una SPN. Sin embargo, en esta sinapsis no fue posible concluir la
dindmica de plasticidad de corto plazo debido a las multiples fallas sindpticas. Un ejemplo
representatico de la conexién se muestra en la figura 5.0.3C en trazo rojo, donde se observa que
no todos los potenciales de acciéon evocan una corriente postsinaptica, asi como no existe una
relacién entre la maxima amplitud del IPSC y el niimero de potencial que lo evoca. Los
registros realizados en los que se obtuvieron pares de NPY-PLTS y SPN conectados fueron muy
bajos (n=3 de 33 pares registrados) en los cuales s6lo en 2 se pudieron realizar el protocolo de
plasticidad sindptica. Por lo tanto, no podemos concluir en una caracterizacion de la plasticidad
de corto plazo en esta sinapsis y saber si esta sinapsis es la responsable de la facilitacién de

corto plazo o de la plasticidad bifdsica descritas anteriormente.
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Figura 5.0.3. Caracterizaciéon de la plasticidad de corto plazo en la sinapsis entre neuronas
NPY-PLTS y SPN.

Experimentos en otras interneuronas estriatales como las que expresan 5-HT3, SST y nNOS
deber realizarse para identificar las neuronas presinpaticas que se ven grandemente afectadas en

la deplecién de dopamina como se ha descrito en el presente trabajo.
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