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1. RESUMEN

Participacion de las conductancias extrinsecas e intrinsecas en la integracién
sinaptica cortico-estriatal y talamo-estriatal

El estriado recibe aferentes glutamatérgicas corticales y de los nucleos intralaminares
talamicos. Se sabe que, los comandos motores son iniciados por la corteza cerebral
para comenzar una serie de movimientos, mientras que, la entrada talamica juega un
rol importante en los cambios de atencion y reorientacion de movimientos.

En este trabajo, se realizaron registros electrofisiologicos de célula entera con fijacion
de corriente, en rebanadas de cerebro de raton en las que estaban preservadas
ambas vias glutamatérgicas. Se compararon las respuestas sinapticas cortico-
estriatales y talamo-estriatales en los dos tipos de neuronas de proyeccion: (dSPNs e
iISPNs). Asi como en las interneuronas estriatales: las de disparo rapido (FSl),
interneuronas colinérgicas (ChAT), e interneuronas con espigas de bajo umbral (LTS).
Ademas se estudiaron las posibles diferencias funcionales entre las terminales
corticales y talamicas que inervan el estriado.

Para identificar las distintas clases de neuronas estriatales, se emplearon las
siguientes lineas de animales transgénicos: BAC Drd1-eGFP, BAC Drd2-eGFP., A2A-
Cre, PV-Cre, ChAT-Cre y SHT3Ra-Cre. En ellos se realizd una cirugia estereotaxica
en el estriado dorsal para inyectar el adenovirus Cre-dependiente AAV2 / 1.CAG.-
FLEX.tdTomato.WPRE.bGH (tdTomato) para expresar la proteina fluorescente en las
neuronas blanco. En algunos experimentos se inyecto en el mismo animal, el
adenovirus AAV1.CamKlla.hChR2-eYFP en los nucleos intralaminares del talamo
(PF/CL) o en la corteza motora (M1) para activar las vias glutamatérgicas
optogenéticamente. También se estimularon las vias por medio de un electrodo
bipolar concéntrico de 50 um de diametro.

Las respuestas polisinapticas supraumbrales cortico-estriatales son complejas y se
conforman tanto de corrientes glutamatérgicas, GABAérgicas, asi como de
componentes intrinsecos dependientes de voltaje o calcio (por ejemplo, Vizcarra-
Chacon et al, 2013; Arias-Garcia et al, 2013). Aqui, mostramos que las respuestas
polisinapticas supraumbrales también se pueden evocar al activar los nucleos
intralaminares del talamo tanto con estimulacion de campo u optogenética. Las
distintas respuestas de las SPNs e interneuronas mantienen sus propiedades al
estimular las aferentes corticales o talamicas. De acuerdo a los resultados obtenidos,
llegamos a la conclusion de que las propiedades intrinsecas de las neuronas
determinan la forma de la respuesta sinaptica. Sin embargo las terminales sinapticas
corticales y talamicas exhiben una dinamica de depresion y facilitacion de corto plazo,
respectivamente en las SPNs.



2. ABSTRACT

Participation of extrinsic and intrinsic conductances in the cortico-striatal and
thalamo-striatal synaptic integration

Recent anatomical and physiological data has shown the evidence of glutamatergic
synaptic connections between the intralaminar thalamic nuclei, cerebral cortex and the
striatum. In the present work, using whole cell patch clamp recordings in mouse brain
slices where cortical and thalamic inputs were preserved, we compared corticostriatal
and thalamostriatal synaptic integration and their short term synaptic plasticity among
the striatal neurons such as a striatal projection neurons: direct (d1SPNs) and indirect
(iISPNs), fast spiking interneurons (FSI), cholinergic interneurons (ChAT) and
interneurons exhibiting low threshold spikes (LTS). Additionally we studied the possible
functional differences among the cortical or thalamic synaptic terminals in the striatum.

In order to achieve the selective identification of the striatal cell type, we used the
transgenic mouse lines: BAC Drd1-eGFP, BAC Drd2-eGFP., A2A-Cre, PV-Cre, ChAT-
Cre and 5HT3Ra-Cre combined with stereotaxic surgery to deliver in dorsal striatum
the Cre-dependent adenovirus AAV2/1.CAG.-FLEX.tdTomato.WPRE.bGH
(tdTomato), to express the fluorescence protein. In some experiments we deliver in the
same animal AAV1.CamKlla.hChR2-eYFP in the intralaminar thalamic nuclei (PF/CL)
or in the cerebral cortex (M1) to activate optogenetically the thalamostriatal or the
corticostriatal pathway.

Polysynaptic activation of corticostriatal responses are complex and contain both
ionotropic glutamatergic and GABAergic components as well as intrinsic voltage or
calcium dependent currents (e.g., Vizcarra-Chacon et al, 2013; Arias-Garcia et al.,
2013). Here, we show that the same complex suprathreshold responses appear when
stimulating the intralaminar thalamic nuclei with field and optogenetics stimulus.
Different classes of SPNs and interneurons were similarly activated by both
glutamatergic pathways, suggesting a predominance of intrinsic neuron properties.
Surprisingly, we found that cortico-striatal synapse have short term synaptic
depression, while thalamo-striatal synapse have short term synaptic facilitation.

We conclude that a great part of striatal synaptic integration depends on the
postsynaptic intrinsic properties of striatal projection neurons and is largely
independent on the class of afferent (cortical or thalamic). On the other hand, we found
that cortical and thalamic synaptic terminals in the striatum have functional differences.



3. INTRODUCCION

3.1 Ganglios Basales
Estudios realizados en reptiles, roedores, humanos y otros primates, han sugerido
fuertemente que el circuito de los Ganglios Basales (GB) participa en multiples
funciones sensoriales, motoras, aprendizaje motor, cognitivas, de toma de decisiones,
motivacionales y emocionales (Kim & Hikosaka 2015; DeLong & Wichmann 2015;
Schultz W 2016, Graybiel & Grafton 2015; Reig & Silberberg, 2014).
Cuando el circuito de los GB presenta alguna alteracion en su funcionamiento se ven
comprometidos las funciones descritas anteriormente, tal es el caso de las
enfermedades como el Parkinson, Discinesia, Hungtinton, o Adiccién (Smith et al.,
2012; Pérez-Ortega et al., 2016).
El circuito de los GB se conforma de los siguientes nucleos: Caudado-putamen
(Estriado), Globo Palido externo e interno (GPe, GPi), Nucleo Subtalamico (NST),
Sustancia Nigra compacta y reticulada (SNc, SNr).
El estriado es el principal nucleo de entrada de los GB, principalmente recibe aferentes
excitatorias de la corteza cerebral y de los nucleos intralaminares del talamo. Estos
contactos sinapticos son integrados por el circuito estriatal y proyectados a los nucleos
de salida de los GB por medio de dos vias neuronales, la via directa y la via indirecta.
Funcionalmente la via directa facilita el movimiento, mientras que la via indirecta lo
inhibe (Shepherd 2013; Haber 2014; Deschenes et al., 1995; Doig et al., 2010). Cabe
mencionar que ambas vias reciben aferentes dopaminérgicas de la Sustancia Nigra

pars Compacta (SNc).

3.2 Via directa e indirecta de los Ganglios Basales
Las neuronas de proyeccion del estriado se han segregado en dos grupos neuronales
(Via directa y Via indirecta) de acuerdo al sitio de proyeccion de sus axones fuera del

estriado, la expresion de receptores dopaminérgicos y a la liberacion de péptidos.
3.2.1 Via directa

La via directa comienza con proyecciones corticales que son integradas por las
neuronas espinosas medianas (Spiny Projection Neurons en inglés “SPNs”) del

estriado, las cuales envian sus axones GABAérgicos hacia nucleos de salida de los
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GB: el Globo palido interno (GPi) y la Sustancia Nigra reticulada (SNr). Esta inhibicion
GABAérgica que las neuronas de proyeccion tienen sobre los nucleos de salida,
permite que éstos dejen de inhibir al nucleo ventral anterior (VA) y al nucleo lateral
(VL) del Talamo, para que finalmente éste ultimo relevo envie proyecciones
excitatorias hacia la corteza motora, promoviendo de esta manera el movimiento (Ver
figura 1).

Las neuronas de la via directa o “estriato-nigrales” (dSPNs) han sido caracterizadas
por la expresidn de receptores a dopamina de la familia D1 y muscarinicos del tipo M1
y M4 (Kreitzer & Malenka 2008; Hernandez-Flores et al., 2015). Estas neuronas

también co-liberan sustancia P (SP) y dynorfina.

3.2.2 Via indirecta

La via indirecta inhibe los movimientos. Cuando las células estriatales de esta via
(ISPNs) son activadas por la corteza motora, éstas envian sus aferentes GABAérgicas
al GPe. Las células de este nucleo que dejan de inhibir al nucleo subtalamico (NST)
permiten a este ultimo enviar proyecciones glutamatérgicas hacia la SNr. Dichas
neuronas GABAérgicas incrementan su frecuencia de disparo e inhiben a los nucleos
talamicos desfavoreciendo su proyeccion excitatoria sobre la corteza motora y por lo
tanto impidiendo el movimiento (Ver figura 1). (Albin et al., 1989; DeLong 1990; Mink,
1996; Groenewegen 2003; Kravitz et al., 2010).

Las SPNs se han podido distinguir por su trayectoria dentro del circuito de GB y
también por su expresion de receptores y péptidos. Sin embargo, hasta la fecha, no
se ha demostrado una localizaciéon anatémica preferencial. Por el contrario, se ha
descrito que estas neuronas se encuentran ampliamente distribuidas de forma
homogénea por todo el estriado (Deng et al., 2006).

Las neuronas de la via indirecta (iISPNs) o “estriatopalidales” son caracterizadas por
su robusta expresion de receptores dopaminérgicos de la familia D2 y de Adenosina
tipo A2A (Kreitzer & Malenka 2008). Estas neuronas también co-liberan el

neuropéptido encefalina (ENK).
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Figura. 1. Esquema de los GB. A) Identificacion anatomia de los nucleos de los GB. B) Esquema
funcional de los nucleos de los GB y la M1 en reposo y en la realizacion de movimientos voluntarios.
Los potenciales de accion denotan la actividad del nucleo correspondiente. Las abreviaciones se
describen a continuacién: M1: Corteza Motora Primaria, CPU: Caudado-Putamen, GPe: Globo Palido
Externo, NST: Nucleo Subtalamico, SNr: Sustancia Nigra Reticulata, VA/VL: Nucleo Ventral Anterior y
Ventral Lateral del Talamo.



3.3 Nucleo estriado

El estriado, también llamado Nucleo neoestriado (NE) se ha divido anatomica y
funcionalmente. La regién dorsal, se le ha relacionado con funciones sensoriales,
motrices y asociativas. Por otra parte, en la region ventral se encuentra el nucleo
accumbens, el cual se relaciona con el sistema de la recompensa (Schultz 2016;
Gonzales & Smith 2015).

El estriado en el cerebro del roedor se compone de los nucleos caudado y putamen,
los cuales en el cerebro humano y de otros primates, se encuentran segregados por

la capsula interna.
Clases de Neuronas en el Nucleo Estriado

Neuronas de proyeccion

Las neuronas espinosas de proyeccion del nucleo estriado (SPN) son
aproximadamente el 95% del total de la poblacién. El 5% restante corresponde a las
interneuronas. Las dendritas de las SPN poseen una amplia distribucion de espinas,
ademas se arborizan en todas direcciones abarcando un radio de 300 a 500 um. En
promedio presentan de 4 a 6 dendritas principales que a su vez pueden ser divididas
2 o0 3 veces mas, teniendo en total de 25 a 30 ramas terminales (Wilson 2004). Su
cuerpo celular tiene un diametro de 10 a 15 um.

A diferencia de las dendritas, sus axones exhiben angulos mas agudos y no tienen
espinas dendriticas (Bishop et al., 1982; Kawaguchi 1997; Wilson 2004).

En el inciso A de la figura 2, se muestra una fotografia confocal de la anatomia de las
SPNs, asi como una amplificacion que ilustra sus espinas dendriticas (Inciso B). Cabe
senalar que las SPNs, poseen caracteristicas electrofisiolégicas muy similares entre
si, al estimularlas con pasos de corriente despolarizantes e hiperplarizantes en el

soma de la neurona (Inciso C y D de la figura 2).
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Figura 2: Caracterizacién anatémica y electrofisiolédgica de las SPNs. En el inciso A, se muestra la
caracterizacion anatémica de SPNs, en el inciso B se muestra una amplificacién donde se aprecian las
espinas dendriticas. En los incisos C y D, se ilustran dos registros electrofisioldgicos en la modalidad
de fijacion de corriente, donde se muestra el cambio del voltaje en respuesta a pulsos cuadrados
despolarizantes e hiperpolarizantes aplicados en el soma de una dSPN (trazo rojo) y una iSPN (trazo
verde). Note que el perfil electrofisiolégico es muy similar entre las SPNs.

Interneuronas del Nucleo Estriado

Tradicionalmente se han reportado tres distintas interneuronas, identificadas a partir
de sus propiedades inmunocitoquimicas, electrofisiolégicas y anatémicas: las PV o
FSI, las ChAT o TAN y las NPY o LTS (Wilson et al., 1990; Kawaguchi 1993,1995,
1997; Tepper et al., 2010). En la actualidad, el desarrollo de reporteros fluorescentes
combinado con la ingenieria genética, ha permitido la identificacion de tipos
especificos de neuronas en diferentes nucleos del cerebro. Con la aplicacion de estas
herramientas tecnoldgicas, se han estudiado neuronas poco abundantes y por lo tanto
poco estudiadas, por ejemplo interneuronas, ya que solo representan el 5% del total
de la poblacion neuronal del estriado. Hasta la fecha, se han logrado identificar tres
nuevos tipos de interneuronas estriatales: la interneurona Neurogliforme, las TH (+) y
la Fast-Adapting (Ibafiez-Sandoval et al., 2010; 2011, Faust et al., 2015, Mufoz-
Manchado et al., 2016).

De las 6 distintas clases de interneuronas en el estriado, solo las interneuronas
ChAT(+) son de naturaleza Colinérgica, mientras que los 5 tipos restantes son
GABAérgicas.

A continuacién se describiran algunas de las principales caracteristicas anatomicas,

histocitoquimicas y electrofisiolégicas de los distintos grupos de interneuronas.
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Interneuronas PV (+)

Las interneuronas Fast Spiking o PV (+) presentan un cuerpo celular de 10 a 25 umy
tienen un potencial de membrana menor a -80 mV (Tepper et al., 2010). Su principal
caracteristica es la presencia de trenes de potenciales de accidon sumamente rapidos,
ya que pueden generar frecuencias de disparo superiores a los 350 Hz, de hecho de
ahi deriva su nombre (Tepper & Bolam 2004; Tepper et al., 2010). También poseen
una densa arborizacion axonica que puede llegar a abarcar un area de mas de 600
um de diametro. Esta clase de neuronas establece conexiones eléctricas entre si, a
través de uniones comunicantes que permiten la sincronizacién de decenas de
neuronas, formando una red de Fast Spiking. Estas neuronas son inmunoreactivas a
parvalbumina (Tepper et al., 2010; Kawaguchi et al., 1995; Kawaguchi 1993,1997).
En el inciso A de la figura 3, se ilustran sus caracteristicas anatomicas y

electrofisioldgicas.

Interneuronas NPY/NOS/SOM (+)

La interneurona de bajo umbral (LTS) o interneuronas NPY/NOS/SOM (+) se
caracterizan por tener resistencias de entrada superiores a los 600 MQ, Ademas de
generar espigas de calcio de bajo umbral de activacion (generados por canales de
calcio tipo T), que a su vez genera rafagas de potenciales de accion (Tepper & Bolam
2004; Tepper et al.,, 2010). Asi mismo, estas células pueden generar potenciales
prolongados en forma de meseta en respuesta a pulsos despolarizantes en el soma,
por lo cual también se les denomina PLTS. Este tipo neuronal puede co-liberar
neuropéptido Y, NOS y somatostatina, el diametro de su cuerpo celular es de 12 a 25
um. También presenta una arborizacién dendritica y axénica menor con respecto a
las neuronas de proyeccion. Su potencial de membrana se encuentra alrededor de -
60 mV, sin embargo, también puede presentar disparo espontaneo o en forma de
rafagas. (Beatty et al., 2012, Ibafez-Sandoval et al., 2011, Kawaguchi 1993;
Kawaguchi et al., 1995). En el inciso B de la figura 3, se ilustran sus caracteristicas

anatomicas y electrofisiolégicas.
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Interneuronas ChAT (+)

La neurona gigante colinérgica, también llamada célula de largo postpotencial
hiperpolarizante, presenta un cuerpo celular fusiforme de 20 a 50 um de diametro, de
donde emergen de 2 a 5 dendritas principales que no presentan espinas dendriticas
o de manera muy difusa. Su potencial de membrana es despolarizado (alrededor de -
60 mV) y puede presentar potenciales de accibn de manera tonica.
Histoquimicamente es positiva a acetilcolinesterasa (Wilson et al., 1990; Kawaguchi
1993,1997). En el inciso C de la figura 3, se ilustran sus caracteristicas anatomicas y

electrofisioldgicas.

Interneurona NPY-NGF

Este tipo de interneurona se le ha denominado “Neurogliaforme”, también es de
naturaleza GABAérgica y es positiva a NPY. A diferencia de las NPY/NOS/SOM (+),
no posee alta resistencia de entrada, ni bajo umbral de disparo. Sin embargo se
caracteriza por poseer una vasta arborizacion axdnica. Asi como un postpotencial muy
amplio, de hecho podria ser la neurona estriatal con postpotencial mas amplio. Por
otra parte también se ha descrito que esta clase de neuronas poseen un control
inhibitorio muy fuerte sobre las SPNs. (Ibafiez-Sandoval et al., 2011; English et al.,
2012). En el inciso D de la figura 3, se ilustran sus caracteristicas anatomicas y

electrofisioldgicas.

Interneurona TH (+)

A partir de estudios de histoquimica realizados en monos (Dubach et al., 1987) y en
roedores (Ibafiez-Sandoval et al., 2010), se han descrito neuronas estriatales positivas
a la enzima Tirosina hidroxilasa (TH). En el inciso E de la figura 3, se ilustran sus
caracteristicas anatomicas y electrofisiologicas.

Este tipo de interneuronas es un grupo pequefo que posee un cuerpo celular de 10-

20 um de diametro y presentan un amplio repertorio electrofisiolégico al ser
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estimuladas en el soma con un pulso de corriente. Se han divido en cuatro subtipos:
Tipo |, Tipo I, Tipo lll, Tipo IV. (Ibafez-Sandoval et al., 2010).

Fast Adapting 5HT3aR (+)

El desarrollo de animales transgénicos que expresan proteinas fluorescentes bajo el
promotor del receptor a serotonina 5HT3Ra (Mufioz-Manchado et al., 2016), develd
que varios tipos de interneuronas presentes en el estriado poseen dicho receptor
(NPY, Fast Spiking). Los estudios realizados en esta cepa de animal transgénico,
también sugirié un nuevo subtipo de interneurona que no se habia descrito antes. A
este nuevo subtipo se le denomind Fast Adapting Interneuron (FAI) o Fast Adapting
5HT3aR (+). Hay evidencia electrofisiolégica que permite la diferenciacion de esta
interneurona respecto a las PV (+) y las NPY (+), quienes también expresan el receptor
5HT3a. La caracteristica electrofisiolégica mas evidente es su alta frecuencia de
disparo inicial seguida de una fuerte adaptacién a la despolarizacién con un pulso
cuadrado de corriente en el soma (Mufioz-Manchado et al., 2016, Faust et al., 2015).
En el inciso F de la figura 3, se ilustran sus caracteristicas anatdmicas vy

electrofisioldgicas.
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Figura 3: Caracterizacion anatémica y electrofisioldgica de las interneuronas estriatales. En el inciso
A, se muestra la caracterizacidon anatémica de la interneurona Fast Spiking, asi como un registro
electrofisiolégico en la modalidad de fijaciéon de corriente en donde se muestran los cambios en el
voltaje en respuesta a los pulsos cuadrados despolarizantes e hiperpolarizante, hasta generar un tren
de potenciales de accién (Trazo azul). En los incisos B al F, se ilustra la misma informacion para las
interneuronas: LTS (Trazo naranja), ChAT (Trazo morado), NGF (Trazo rojo), TH (4 registros en vertical
en distintos colores), y la interneurona Fast Adapting (Respuesta del voltaje en varios colores)
respectivamente. Los registros en el inciso A, B y C se obtuvieron durante el desarrollo del proyecto
doctoral. El esquema y registro del inciso D, se tomo de Ibafiez-Sadoval et al., 2011. El registro del
inciso E, se tomo de Ibafiez-Sadoval et al., 2010, la microfotografia fue una cortesia del Dr. Ibafiez-
Sadoval. El esquema y registro del inciso F, se tomo de Faust et al., 2015.

3.4 Integracion Sinaptica
Las neuronas reciben miles de entradas sinapticas excitatorias, inhibitorias y
moduladoras de otras neuronas durante todo el periodo de vida del sistema nervioso.
La integracidon sinaptica es el término utilizado para describir como las neuronas

“suman, restan, multiplican o dividen” estas entradas sinapticas antes de la generacion
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del potencial de accion en el cono axénico de la neurona que esta procesando dicha
informacion.

La capacidad de las entradas sinapticas para evocar potenciales de accion se
determina por multiples factores, por ejemplo: el tipo de neurotransmisor segregado
por la neurona pre-sinaptica, el tipo de receptor post-sinaptico, la temporizacién
relativa de los potenciales eléctricos generados por entradas sinapticas, la estructura
anatdomica de la neurona receptora, asi como la ubicacion fisica de las entradas
sinapticas a lo largo de la distribucién anatomica de la neurona receptora. Por lo tanto,
el proceso de integracion sinaptica puede ser influenciada en multiples niveles,
contribuyendo a las diversas y complejas propiedades computacionales del

funcionamiento del cerebro.

3.5Aferentes estriatales

El estriado recibe multiples entradas sinapticas del circuito de los GB, e integra
aferentes glutamatérgicas provenientes de la mayoria de las areas de la corteza
cerebral. Sin embrago, ha demostrado tener mayor contribucion de la corteza pre-
frontal, motora, sensoria y de asociacion (Selemon et al., 1985; Haber et al., 2000;
Postuma et al., 2006; Wall et al., 2013), la segunda aferente glutamatérgica proviene
de los nucleos intralaminares del talamo (Castle et al., 2005; Kinzle 2006; Smeal et
al., 2007, 2008; Ding et al., 2008, Pan et al., 2010; Wall et al., 2012). Ademas de estas
aferencias glutamatérgicas, el estriado recibe una importante modulacién
dopaminérgica de fibras provenientes de la SNc. Cabe mencionar que cuando esta
via degenera, se presenta la enfermedad de Parkinson (Freund et al., 1985, DeLong
& Wichmann 2015).

El estriado también recibe una importante modulacion colinérgica de las interneuronas
colinérgicas (ChAT+), asi como del nucleo pedunculo pontino (PPN) y el nucleo
tegmental laterodorsal (LDT) del tallo cerebral (Dautan et al.,, 2016). Ademas,
recientemente se describieron aferentes GABAérgicas provenientes del GPe, las
cuales hacen sinapsis soélo con las interneuronas estriatales PV +, las NPY + y algunas
SPNs (Saunders et al., 2016).
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3.6Via Cortico-estriatal y Talamo-estriatal

Funcionalmente la via cortico-estriatal esta relacionada con la realizacion de las tareas
voluntarias o habituales dirigidas a alcanzar metas (Balleine et al., 2007; 2009;
Feingold et al., 2016). La via talamo-estriatal se ha propuesto como el “switch” entre
las conductas dirigidas por la corteza cerebral y los cambios en la conducta motora
provocados por las vias aferentes sensoriales que codifican los estimulos salientes o
provenientes del ambiente (Matsumoto et al., 2001; Minamimoto et al., 2005; Kimura
et al., 2004, 2005; Galvan et al., 2011). Por lo tanto, esta via podria estar implicada al
momento de realizar cambios abruptos en la conducta motora, cuando
inesperadamente encontramos algo inconveniente en el camino al caminar, andar en
bicicleta o conducir un auto.

Anatomicamente, estas dos vias aferentes glutamatérgicas poseen distintas
propiedades, las terminales axdnicas de las neuronas piramidales corticales al entrar
al estriado se bifurcan varias veces en forma de abanico dejando soélo algunos
contactos sinapticos sobre las espinas dendriticas de las SPNs. (Cowan & Wilson
1994). En contraparte, reconstrucciones axonicas de la via talamo-estriatal,
demuestran que estas terminales forman pequefios ramilletes axdénicos que
posiblemente dejen varios botones sinapticos sobre las neuronas estriatales de
proyeccion (Deschenes et al.,, 1995, 1996). Cabe mencionar que ambas entradas
glutamatérgicas al estriado proveen un numero similar de sinapsis y la mayoria de
éstas se situa sobre las espinas dendriticas (Dube et al., 1988; Doig et al., 2010;
Huerta-Ocampo et al., 2014). Otra diferencia entre estas aferentes es el transportador
vesicular de glutamato. La via tdlamo-estriatal expresa el transportador tipo vGIuT2,
mientras que las terminales cortico-estriatales expresan el transportador a glutamato
del tipo vGIuT1.

3.7 Propiedades electrofisiolégicas de la via talamo-estriatal
Uno de los principales obstaculos para comprender la electrofisiologia de esta via in
vitro, ha sido la obtencidn de una rebanada de cerebro que preserve tanto la via
talamo-estriatal como la via cortico-estriatal para llevar a cabo la comparacién directa
de ambas vias sobre las neuronas del estriado. En 2007, Smeal y colaboradores

reportaron un tipo de corte horizontal con un angulo que preserva ambas vias,
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considerando que las fibras talamo-estriatales abarcan un espacio de 400
micrometros de diametro en sentido ventro-dorsal, con un angulo aproximado de 20°.
Lo anterior hizo posible la comparacién directa, en una misma neurona de las dos
aferencias excitatorias.

Sin embargo, en los pocos estudios realizados in vitro (Ding et al, 2008, Smeal et al,
2007), soélo se han reportado respuestas sub-umbrales, dejando de lado la activacién
supra-umbral, siendo esta ultima el correlato fisioldgico de la actividad motora en vivo.
De ahi la importancia de estudiar este tipo de proceso fisioldégico evocado desde las

aferentes talamicas.

3.8 Micro circuito estriatal

Las neuronas SPNs representan el 95% del total de la poblacién estriatal, mientras
que las interneuronas: Fast Spiking, LTS, ChAT, NGF, TH y Fast Adapting constituyen
el 5% restante. Todas las neuronas estriatales son de naturaleza GABAérgica excepto
la interneurona Colinérgica ChAT (+).

Se conoce que las SPNs se encuentran altamente interconectadas entre si (Tunstall
et al., 2002; Koos et al., 2004; Tecuapetla et al., 2007; Taverna et al., 2007). Sin
embargo, algunos estudios enfocados en el registro de pares de neuronas entre
interneuronas y SPNs han revelado que las interneuronas Fast spiking son las que se
pueden encontrar con mayor probabilidad conectadas con las SPNs, seguidas de las
LTS. Por el contrario, a la fecha no se ha podido registrar un par entre neurona gigante
colinérgica y SPN (Tecuapetla et al., 2007; Gittis et al., 2010; Szydlowski et al., 2013).
Si bien, es cierto que la interneurona ChAT (+) no se conecta sinapticamente por
medio de receptores ionotropicos como el receptor nicotinico con las SPNs, éstas si
tienen modulacion colinérgica por medio de los receptores metabotropicos
muscarinicos M1y M4 (Hernandez-Flores et al., 2015). Ademas la interneurona ChAT
(+) tiene una gran influencia por medio del “loop” que establecen a través de la
interneurona (NGF), la cual ejerce un control inhibitorio con las SPNs (English et al.,
2011). Por otra parte, se ha sugerido que la interneurona Fast Spiking (FSI) posee
receptores nicotinicos y muscarinicos a través de los cuales puede tener una
influencia directa de la interneurona colinérgica (Tepper et al., 2010; Plata et al., 2013)

y también influir sobre las SPNs.
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Algunos estudios han propuesto que los distintos elementos del microcircuito estriatal
poseen una distinta latencia de activacidén en respuesta a comandos provenientes de
la corteza cerebral.

Planert et al., 2010, Vizcarra-Chacén et al., 2013 y Bakhurin et al., 2016, muestran
que la latencia de activacién de las interneuronas FSI y ChAT(+) precede a la
activacion de las SPNs y demas interneuronas al momento en que se activa la via
cortico-estriatal. De esta manera, la estimulacién cortico-estriatal genera respuestas
poli sinapticas de cientos de milisegundos de duracion en las SPNs, capaces de
disparar trenes de potenciales de accion (Flores-Barrera et al., 2010, 2011; Vizcarra-
Chacon et al., 2013;). Con lo anterior se podria pensar que cuando se da la
comunicacion sinaptica entre las neuronas piramidales de la corteza cerebral y las
SPNs, no solo se obtiene la conexion monosinaptica, sino también la conjuncion de la
excitaciéon glutamatérgica polisnaptica con la modulacion colinérgica y la contribucidn
GABAérgica de las interneuronas y de otras SPNs, de tal forma que se obtiene una
integracion sinaptica del conjunto del microcircuito estriatal.

El proceso de integracién sinaptica de las SPNs es bastante complejo, ya que se lleva
a cabo la integral de diversas entradas sinapticas con la participacion de distintos

neurotransmisores.

En la figura 4 se muestra que las interneuronas ChAT (Color morado) son las que
exhiben menor latencia ante la estimulacién cortico-estriatal, seguido de las FSI (Color
rosa), las LTS (Color negro) y al final las SPNs (Color rojo y verde).

Cabe senalar que las interneruonas estriatales también ejercen un rol muy importante
en la regulacion de la dinamica de seleccion de grupos de SPNs para habilitar salidas
especificas de informacion, ademas se ha propuesto que las interneuronas estriatales
ejercen una funcion de filtrado de las aferentes glutamatérgicas en la SPNs (Carrillo-
Reid et al., 2008, Lopez-Huerta et al., 2013, Vizcarra-Chacén et al., 2013). En
resumen, las distintas entradas sinapticas al estriado, en conjunto con la informacion
proveniente de las conexiones intra-estriatales y las propiedades intrinsecas de las

SPNs, logran de forma sincronizada y reverberante que grupos de neuronas se activen
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mientras otros permanecen silentes (Carter et al., 2007), lo cual permite la funcion

adecuada del estriado dentro del macro circuito de los GB.
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Figura 4: Compleja integracion polisinaptica cortico-estriatal. En la parte superior del esquema se
ilustran 5 neuronas piramidales de la capa 5 de la corteza cerebral que envian sus axones para
establecer contactos sinapticos sobre las distintas clases de neuronas estriatales. Cada una de ellas
se denota con distinto color. A la izquierda del esquema se puede ver que los elementos del circuito
estriatal tienen distinta latencia de la respuesta sinaptica cortico-estriatal. En la parte inferior del
esquema se representa la compleja integracion polisinaptica que una SPN (neurona Azul) lleva a cabo,
ya que integra multiples contactos sinapticos diferidos en el tiempo y mediados por distintos receptores
y neurotransmisores. Esquema basado en los datos experimentales reportados en Vizcarra-Chacén et

al., 2013.
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3.9 Estudios in vivo
Registros intracelulares en vivo en animales no anestesiados (Mahon et al., 2006) y
anestesiados (Wilson & Groves, 1981; Wilson & Kawaguchi, 1996; Stern et al., 1997,
Schulz et al., 2011), han mostrado que las neuronas estriatales tienen cambios
periddicos entre un estado hiperpolarizado y otro despolarizado en la membrana. El
estado hiperpolarizado “Down state” se caracteriza por tener un potencial de
membrana muy similar al de reposo (de -84 a -61 mV), con pequefios cambios de
voltaje como resultado de las diversas entradas sinapticas exitatorias. Por otra parte,
el estado despolarizado tiene un potencial de membrana alrededor de -45 mV, que
puede o no tener potenciales de accion en forma de rafagas, esta propiedad es

también conocida como el “Up state”.

Estas oscilaciones de membrana se han registrado intraceluarmente, de forma
simultanea con la actividad muscular y electroencefalografica en animales despiertos.
En los cuales se ha observado una correlacion entre los estados UP and Down de las
SPNs y distintos patrones de la sehal de EMG y EEG (Fig.5), lo que suguiere
fuertemente que la actividad bi-estable de las neuronas estriatales podria estar

relacionada con los movimientos voluntarios (Mahom et al., 2006; Kravitz et al., 2010).
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Figura 5: UP and Down state in vivo en animal no anestesiado. En el inciso A se muestra un registro
simultaneo de EMG, EEG e intracelular de una SPN, en vigilia y en estado de somnolencia (inciso B).
Tomado de Mahom et al., 2006
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3.10 Estudios in vitro
A partir de estudios realizados in vitro con registros intracelulares en rebanas de
cerebro que preservan la via cortico-estriatal, se han podido reproducir los estados
“Up and Down” al estimular la via cortico-estriatal y registrar las neuronas SPNs. (Kita
et al., 1985; Kita et al., 1996; Bargas et al., 1991; Vergara et al., 2003). Gracias a
dichos experimentos, también se ha logrado estudiar la participacion de los distintos
receptores glutamatérgicos en las oscilaciones de los estados “Up and Down”.
Actualmente se conoce que los receptores-canal AMPA y Kainato proveen de cierta
despolarizacion a la membrana para que el receptor NMDA pueda ser activado. La
sinergia de estas dos conductancias desencadenan mecanismos intrinsecos que

hacen posible los estados “Up and Down” de las SPNs.

Estas transiciones de membrana también se han logrado reproducir en ausencia de
la estimulaciéon de las aferentes glutamatérgicas, por la aplicacion de agonistas
glutamatérgicos como el NMDA (Vergara et al., 2003; Flores-Barrera et al., 2009).

De acuerdo con estudios in vivo en animales anestesiados y experimentos in vitro, la
actividad bi-estable de estas neuronas se obtiene por la activacién sincronica de las
vias aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza y el talamo (Wilson &
Kawaguchi, 1996; Stern et al., 1997; Smeal et al., 2007; Pérez-Ortega et al., 2016),
Sin embargo las propiedades intrinsecas de las SPNs, sostienen, aumentan y
repolarizan la membrana para efectuar la transicion entre el estado “Up and Down” y
las interacciones del circuito microestriatal (Flores-Barrera et al., 2010; 2011; Vizcarra
Chacon et al., 2013; Arias-Garcia et al., 2013; Pérez-Ramirez et al., 2015; Pérez-
Ortega et al., 2016).

En la figura 6 se ilustra un registro de un UP and Down state, evocado en condiciones
in vitro, En esta figura se puede notar que estos registros son muy similares a los

obtenidos en estudios en vivo (Vergara et al., 2003).
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Figura 6: UP and Down state in vitro. En el inciso A, se muestra una rebanada sagital de cerebro de
roedor que preserva las fibras cortico-estriatales. En C y D, Se puede apreciar las caracteristicas de la
transicion bifasica in vitro al estimular la corteza cerebral. En E y F, se compara a la izquierda un tren
de potenciales de accion obtenido al estimular el soma con un pulso cuadrado de corriente
despolarizante y a la derecha una oscilacién sinaptica obtenida espontaneamente. Tomado de Vergara

et al., 2003.
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Figura 7. Trazado de las via directa en indirecta con marcadores fluorescentes. En el inciso A, se
muestra una fotografia de un corte sagital de un raton BAC-D1-eGFP donde se aprecia la trayectoria
de los axones de las neuronas de la via directa, en el inciso B se muestra la trayectoria de los axones
de las neuronas de la via indirecta en el ratéon BAC-D2-eGFP. En la imagen amplificada de la extrema
derecha se pueden ver neuronas eGFP positivas y negativas senaladas con las cabezas de flecha
blancas. Tomado de (Shuen et al., 2008; Matamales et al., 2009).

3.11 Distintarespuesta sinaptica supraumbral de las dSPNs e iSPNs

El avance de la ingenieria genética ha permitido el desarrollo de ratones transgénicos
que expresan la proteina verde fluorescente bajo el control del promotor de la
expresion de los receptores dopaminérgicos del tipo D1 o D2: “bacterial artificial
chromosome” (BAC) eGFP D1y BAC eGFP D2 (Shuen et al., 2008; Matamales et al.,
2009). En la figura 7 se muestran tres fotografias de microscopia confocal, en el inciso
A, se encuentra un ejemplo de una rebanada sagital de una ratén BAC-D1, donde se
aprecia la via directa de los ganglios basales marcada por la expresion de la proteina
eGFP. En el inciso B se muestra la via indirecta de los GB, por la expresion de la
proteina eGFP en el ratén BAC-D2. A |la extrema derecha se muestra un acercamiento
en donde se aprecian las neuronas eGFP positivas y negativas.

Con dicha tecnologia de ingenieria genética se ha podido diferenciar claramente que
la integracion sinaptica cortico-estriatal de las neuronas de la via directa (dSPN)
difieren de las que conforman la via indirecta (iISPN). Una de las principales diferencias
es la duracién de las respuestas sinapticas cortico-estriatales que estos dos tipos
neuronales exhiben. Las dSPN presentan mayor duracién a la amplitud media
respecto de las iSPN. De manera cualitativa, las dSPNs poseen una meseta
despolarizante de varios cientos de milisegundos con disparo repetitivo de menor

frecuencia con respecto a las iSPNs.

Por otra parte las iSPN es aproximadamente la mitad de aquella de las dSPN. Esta
marcada diferencia se hace presente incluso en las respuestas sinapticas
subumbrales. En el inciso A, B y C de la figura 8, se ilustran registros de la distinta
respuesta supraumbral en las dSPNs e iSPNs al estimular la corteza. En el inciso D,
se muestra la sobre posicidn de los registros, tanto supraumbrales como subumbrales.

En el inciso E se presenta un barrido mas amplio de los registros de las respuestas
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supraumbrales en donde se aprecia con claridad que las iSPNs exhiben mayor

frecuencia de disparo durante la respuesta sinaptica.

El Ca?* esta involucrado en multiples proceso fisiologicos tales como la liberacion de
neurotransmisores, modulacion de canales ionicos, la induccidon de plasticidad
sinaptica, el control metabdlico, la transcripcion génica, etc. (Higley & Sabatini 2010).
Especificamente, en las SPNs el Ca?* intracelular participa en algunos procesos
fisiologicos tales como: la regulacién de la frecuencia de disparo (Galarraga et al.,
1989; Pérez-Garci et al., 2003), el mantenimiento de las mesetas despolarizantes ante
estimulos ortodrémicos cortico-estriatales (Hernandez-Lépez et al., 1997; Vergara et
al., 2003; Flores-Barrera et al., 2011), en la liberacion GABAérgica (Pérez-Rosello et
al., 2005), etc.
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Figura 8. Diferencias en la integracion sinaptica cortico-estriatal de las SPNs. En los inciso ABy C, se
muestra las respuesta sinapticas supraumbrales de una dSPN (trazo rojo) y una iSPN (trazo verde)
identificadas en ratones BAC-D1 y BAC-D2 respetivamente. En el inciso D, se muestra la sobreposicion
de los registros electrofisiolégicos supraumbrales y subumbrales, note que en ambos casos las dSPN
exhiben una mayor duracién a la amplitud media. En el inciso E se graficaron los trazos a diferente
barrido a fin de observar la diferente frecuencia de disparo, durante la respuesta sinaptica de las dSPN
e iISPN. Tomado de Flores-Barrera et. al., 2010.

En este sentido, se han reportado diferencias en la forma en que el Ca?* participa en
la integracion sinaptica entre las SPNs. De acuerdo con la literatura, las iSPN poseen
mayor contribucion de Ca?* en sus dendritas respecto a las dSPN. Soélo en las iSPN,
esta molécula participa en la excitabilidad dendritica, desde las dendritas proximales
hasta las dendritas distales. En los inciso A, B y C de la figura 9, se ilustran los
experimentos que muestran este fendmeno (Day et al., 2008; Plotkin et al., 2011;
2013).

También se ha descrito que solo las iISPNs pueden generar potenciales auto
regenerativos de Ca?* que forman en las dendritas y se propagan hasta el soma de
estas neuronas (Flores-Barrera et al., 2010; Arias-Garcia et al., 2013). Con base en
estas evidencias se puede considerar que otra de las diferencias entre las SPNs es la
participacion del Ca?* en la integracion sinaptica. EI Ca?*, también resulta relevante

porque permite la activacion de los canales de potasio dependientes de Ca?* o (Kca?*).
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Figura 9. Distinta dinamica del Ca?* en las dendritas de las SPNs. En el inciso A y B se muestra la
dinamica del calcio dendritico en neuronas dSPNs e iSPNs identificadas en los ratones BAC D1y BAC-
D2 respectivamente, llenadas con Alexa Fluor 568. En estas condiciones se aprecia que en las iSPN
el calcio permea hasta las dendritas distales después de evocar un potencial de accién en el soma,
mientras que en las dSPN no se observa ese fendmeno. En los incisos C y D, se muestra la
cuantificacion estadistica. Tomado de Day et al., 2008.

3.12 Canales de potasio dependientes de calcio (Kca?*)
La despolarizacion de la membrana celular permite la apertura de canales de Ca?*
que aumentan la probabilidad de que los Kca?* se abran y repolaricen el voltaje de las
células. Estos canales se encuentran ampliamente distribuidos en diversas
estructuras cerebrales (Stocker & Pedarzani 2000), participando en procesos
fisioldgicos tales como: neurosecrecion, la forma y duracién de los potenciales de
accion, el post potencial hiperpolarizante, la frecuencia de disparo y en la
repolarizacién de potenciales sinapticos. (Sah, 1996; Bennett et al., 2000; Stocker,
2004). Los Kca?*, se han clasificado en 3 familias llamadas: BK, SK e IK, tomando en

cuenta sus propiedades biofisicas y farmacoldgicas.

En las SPNs, se ha descrito la prescencia de los canales BK y SK, los cuales participan

en la repolarizacion del potencial de accion (canal tipo BK) y en el postpotencial
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hiperpolarizante (canal tipo SK). Ambas clases regulan la frecuencia de disparo de las
SPNs (Pineda et al., 1992; Vilchis et al., 2000, 2002).

Recientemente se ha descrito en la literatura que los Kca?* también pueden regular la
excitabilidad de la actividad sinaptica en las dendritas de las neuronas (Ngo-Anh et
al., 2005; Benhassine et al., 2005, 2009), sin embargo, este fendmeno no se habia
estudiado en las SPNs, por lo que se desconocia si los Kca?* participan en la
repolarizacién de potenciales sinapticos en las dendritas de las SPNs (Arias-Garcia et
al., 2013).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estriado recibe aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral y el
talamo, que poseen diferentes caracteristicas anatdémicas relacionadas con distintas
funciones cognitivas y motoras. Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito con
claridad la naturaleza de la integracion sinaptica Cortico-estriatal VS Talamo-estriatal,
las conexiones sinapticas de estas aferentes con las interneuronas estriatales, ni la
dinamica del microcircuito que estas dos aferentes evocan.

Actualmente, los reportes sobre la naturaleza de la integracién sinaptica de la
aferencia talamica al estriado en términos electrofisioldgicos, son escasos. Uno de los
principales obstaculos para comprender la fisiologia de esta via in vitro, ha sido la
obtencion de una rebanada de cerebro que preserve tanto la via talamo-estriatal como
la via cortico-estriatal y que permita comparar ambas vias en las neuronas del
estriado. A partir de los estudios realizados por Smeal RM y colaboradores (2007),
quienes reportan un tipo de corte horizontal con el angulo que preserva ambas vias,
es posible la comparacion directa en una misma neurona de las dos aferencias
excitatorias. En el presente trabajo se planteé conocer la diferencia funcional de estas
aferencias dejando intactos los distintos componentes que participan en la actividad
sinaptica (intrinsecos y extrinsecos), ya que en la mayoria de los estudios sobre
integracion sinaptica, el circuito neuronal se aisla del resto de los elementos que

participan (glutamatérgico, GABAérgico etc.).
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De acuerdo a lo anterior, se plantean las siguientes preguntas:

1.- ¢ Las propiedades intrinsecas de las neuronas estriatales de proyeccion (canales
ionicos distribuidos en la membrana somatodendritica) determinan la integracion de
la respuesta sinaptica? (particularmente los canales de potasio dependientes de calcio

Kca?").

2.- ;La respuesta cortico-estriatal depende de la corteza cerebral estimulada? (e.g.

corteza temporal, parietal, frontal, etc).

3.- ¢La respuesta tadlamo-estriatal produce una respuesta sinaptica distinta a la

respuesta cortico-estriatal?

4.- ;Las entradas glutamatérgicas al estriado poseen una inervacion preferencial
sobre las distintas neuronas estriatales? (e.g. La corteza activa preferentemente a las
interneuronas FS, mientras que el tdlamo inerva preferentemente a las interneuronas
ChAT).

5.- ¢ Existen diferencias en la plasticidad sinaptica de corto plazo en las terminales

corticales y las talamicas?

6.- ¢ Las estimulacion repetitiva de corteza o talamo producen respuestas similares en

las neuronas estriatales?

7.- ¢Existen diferencias sinapticas al estimular las vias cortical y talamica

optogenéticamente respecto a la estimulacion eléctrica de campo?

5. HIPOTESIS

A) Las propiedades intrinsecas de las distintas clases de neuronas del estriado
determinan las caracteristicas electrofisioldgicas de las respuestas sinapticas,
no el tipo de aferente estimuladas.

B) Las terminales glutamatérgicas de la corteza y el tdlamo poseen distinta

plasticidad de corto plazo.
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C) La estimulacién optogenética producira respuestas post-sinapticas similares

a la estimulacion eléctrica.

6. OBJETIVOS

6.1 General
Investigar si las diferencias en las respuestas supraumbrales cortico-estriatales de las
neuronas de proyeccion de la via directa e indirecta, se explican por corrientes
intrinsecas a cada neurona (canales ibénicos, receptores, anatomia, etc), o por

diferencias extrinsecas (distintas aferentes que cada neurona recibe).

6.2 Particulares

1) Explorar si las diferencias en la integracién sinaptica entre las neuronas
estriatales de proyeccion (SPNs) dependen del area cortical estimulada.

2) Investigar si es posible evocar una respuesta supraumbral en las neuronas
estriatales activando la via talamo-estriatal.

3) Evaluar si las diferencias en la integracion sinaptica cortico-estriatal entre las
neuronas estriatales de proyeccion (SPNs) se mantienen al estimular la via
talamo-estriatal.

4) Determinar si ambas aferencias glutamatérgicas del estriado establecen
comunicacion sinaptica con las interneuronas estriatales.

5) Examinar si existe alguna diferencia funcional entre las aferentes corticales y

talamicas que inervan el estriado.

7 MATERIALES Y METODOS
Todos los procedimientos de este proyecto se llevaron a cabo de acuerdo con la ley
de uso y cuidado de animales de laboratorio, aprobados por la universidad nacional
auténoma de México (NOM-062-ZO0-1999) y el Comité institucional para el cuidado
y uso de animales de laboratorio (CICUAL-IFC) EGP41-14.

7.1 Animales
Con el objetivo de identificar a los distintos tipos neuronales del estriado se utilizaron

varias lineas de ratones transgénicos, que a continuacion se describiran brevemente:
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Para la identificacion de las neuronas de proyeccion de la via directa (dSPNs) se utilizd
el raton:

1) Tg(Drd1-EGFP)X60Gsat/Mmmh (BAC-D1; Nathaniel Heintz, Ph.D., The Rockefeller
University, GENSAT #: 000297-MU), que en lo subsecuente se le denominara BAC
Drd1-eGFP.

Para la identificacion de las neuronas de proyeccion de la via indirecta (iISPNs) se
utilizaron los ratones:

2) Tg(Drd2-EGFP)S118Gsat/Mmnc (BAC-D2; Nathaniel Heintz, Ph.D., The
Rockefeller University, 000230-UNC), que en lo subsecuente se le denominara BAC
Drd2-eGFP.

3) B6.FVB8(Cg)-Tg(Adora2a-cre) KG139Gsat/Mmucd (A2A-Cre; Nathaniel Heintz,
Ph.D., The Rockefeller University and Charles Gerfen, Ph.D., National Institutes of
Health, National Institute of Mental Health; 036158-UCD), que en lo subsecuente se
le denominara A2A-Cre.

Para la identificacion de las interneuronas Fast spiking (FSI) se utilizé el ratén:

4) B6;12P2-Pvalbtm1(cre)Arbr/J(PV-Cre; Silvia Arber, Friederich Miescher Institute;
Jackson Labs, stock # 008069), que en lo subsecuente se le denominara PV-Cre.
Para la identificacion de las interneuronas colinérgicas (ChAT+) se utilizo el raton:

5) B6;129S6-Chattm2(cre)Lowl/J(ChAT-Cre; Bradford B. Lowell, Beth Israel
Deaconess Med Cntr (Harvard); Jackson Labs, stock # 018957), que en lo
subsecuente se le denominara ChAT-Cre.

Para la identificacién de las interneuronas LTS se utilizo el raton:

6) Tg(5HTr3a-cre)NO152Gsat/Mmucd (5HTr3a-Cre; Nathaniel Heintz, Ph.D., The
Rockefeller University, and Charles Gerfen, Ph.D., National Institutes of Health,
National Institute of Mental Health; 036680-UCD), que en lo subsecuente se le
denominara SHT3Ra-Cre.

Para activar la via talamo-estriatal selectivamente con optogenética se utilizo el raton:
7) KSlc17a6tm2(Cre)Lowl/J. (Vglut2-Cre; Bradford B. Lowell, Beth Israel Deaconess
Med Cntr (Harvard); Jackson Labs, Stock # 016963), que en lo subsecuente se le

denominara Vglut2-Cre.
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7.2 Mantenimiento de animales

Todas las lineas de animales transgénicos fueron mantenidas con cruzas de animales
con un fondo genético afin, tal es el caso de los ratones C57BL/6 o los ratones CR
CD-1 CRL.

Algunos experimentos se realizaron en ratones silvestres (Sin modificaciones
genéticas) (C57BL/6 6 CR CD-1 CRL) o bien negativos a la enzima Cre, recombinasa
o a la proteina eGFP. En todos los casos se obtuvieron resultados similares.

Todos los animales se mantuvieron un ciclos de luz/oscuridad de 12:12 a temperatura
controlada (22-24°C) y con libre acceso a alimento y agua. En todos los grupos
experimentales se utilizé el minimo niumero de animales para obtener significancia
estadistica. Los animales fueron profundamente anestesiados con ketamina (30 mg /
kg, ip; Anesket) y xilazina (3 mg / kg, ip; Rompun; Bayer), y perfundidos por la via
intracardiaca con la siguiente solucion salina: (en mM): 225 sacarosa, 2.5 KCI, 7
MgClz, 0.5 CaClz, 28 NaHCOs, 7 glucosa, 1 acido ascorbico, y 3 piruvato con un pH
de 7.4 ajustado con NaOH y saturado con 95% O2 / 5% COz2. Posteriormente los

animales fueron decapitados y se extrajo el cerebro inmediatamente.

7.3 Preparacion In vitro

Se obtuvieron rebanadas de cerebro de 300 um de espesor a 4°C, por medio de un
vibratomo. Con el fin de preservar la via talamo-estriatal y la via cortico-estriatal en la
misma rebanada se obtuvieron cortes horizontales o sagitales con un angulo de 20°.
Asi mismo se utilizaron rebanadas sagitales sin angulo para estudiar la via cortico-
estriatal. (Smeal et al., 2007; Ding et al., 2008; Flores-Barrera et al., 2010)

Las rebanadas adquiridas se transfirieron a una solucion salina que contiene (en mM)
125 NaCl, 2.5 KCl, 1.3 MgCl2, 2.0 CaCl2, 25 NaHCO3, 1.2 NaH2PO4, 10 glucosa, 0.2
acido ascorbico, y .02 de tiourea con un pH de 7.4 y saturado con 95% O2/ 5% CO..
Después de 1 hora de restablecimiento del tejido a temperatura ambiente, las
rebanadas se transfirieron a la camara de registro en donde tuvieron una perfusion

continua de la misma solucion salina oxigenada a una tasa de 2 a 3 ml/min.
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7.4 Registros electrofisiolégicos
Los registros se realizaron con la técnica de Patch Clamp en la modalidad de célula
entera, en su mayoria en la modalidad de fijacion de corriente y en algunos casos en
la modalidad de fijacién de voltaje.
La visualizacion del tejido se realiz6 con un objetivo de inmersion de 40X y un
contraste de interferencia diferencial de iluminacion infrarroja (IR-DIC) montado en un
microscopio (Nikon Instruments, Melville, NY) conectado a una camara digital y un
monitor. Los registros se realizaron con un amplificador Axoclamp-2B (Axon
instruments, Foster city, CA). La adquisicién y visualizacion de los datos se llevo a
cabo en un software disefiado en el laboratorio del Dr. José Bargas IFC-UNAM en el
entorno de LabVIEW (National Instruments, Austin TX).
Los electrodos de registro fueron elaborados con tubos de borosilicato
(WorldPrecision Instruments, Inc. FI. USA) que fueron estirados finamente por medio
de un “Puller” para obtener electrodos con resistencias de 3 — 6 MQ. (P-97
Flaming/Brown Micropipette Puller, Sutter instrument, Novato CA.). Los electrodos
fueron llenados con la siguiente solucion interna: (en mM):120 KMeSOa4, 2 MgClz, 10
HEPES, 10 EGTA, 1 CaClz, 0,2 Na2ATP, 0,2 NasGTP y 1% biocitina.

7.5 Transfeccion de Virus Adeno-Asociados

La transfeccion viral se realizoé en la linea de ratones Cre. Los cuales expresan la
encima Cre-recombinasa bajo el control de algun promotor especifico, tales como la
proteina parvalbumina (PV) o la encima colina-acetil-transferasa (ChAT), etc. De esta
manera solo las neuronas que tienen ese promotor, expresan la encima Cre-
recombinasa, lo que da pie a la recombinacion especifica de secuencias de ADN para
la expresion de proteinas fluorescentes o canales idnicos.

Para este procedimiento se utilizaron virus Adeno-Asociados del serotipo 2 (AAV2)
como vectores de las secuencias de ADN deseadas para la expresion de las proteinas
fluorescentes (eYFP, tdTomato, etc) o de opsinas (ChR2) en las neuronas Cre (+).
Con esta manipulacion experimental fue posible activar neuronas especificas con

pulsos de luz (Activacion optogenética), (Deisseroth K. (2015).
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En el presente proyecto se utilizaron las distintas lineas de ratones transgénicos antes
mencionadas, entre los 21 y 60 dias postnatales, en los cuales se realizé una cirugia
estereotaxica para transfectar el estriado dorsal con los adenovirus Cre-dependiente
AAV2 |/ 1.CAG.-FLEX. tdTomato. WPRE.bGH (tdTomato), (Honguki Zeng) o
AVV1.EF1a.DIO.eYFP (eYFP), para la identificacion especifica de la poblacion
neuronal deseada (interneuronas FS, TAN, PLTS). En los mismos animales se llevo a
cabo una segunda transfeccion con el adenovirus: AAV1.CamKlla.hChR2 (11134R)
eYFP.WPRE.hGII (Karl Deisseroth, Addgene plasmido # 26969) en los nucleos
intralaminares del talamo (Pf y CL) para activar via talamo-estriatal
optogenéticamente. Con el mismo objetivo se trasnfecto el ratén transgénico VGLUT2-
Cre con el adenovirus: AAV1 .EF1a.DIO.hChR2 (H134R) -eYFP.WPRE.hGH (ChR2),
(Karl Deisseroth, Addgene plasmido # 20298).

La cirugia estereotaxica se llevo a cabo en una campana de extraccion de flujo laminar
dentro de un cuarto de bioseguridad aislado. Los ratones fueron profundamente
anestesiados con ketamina (30 mg / kg, ip; Anesket) y xilazina (3 mg / kg, ip; Rompun;
Bayer), asi como con anestesia local (lidocaina). Posteriormente, el craneo fue
expuesto en condiciones antisépticas.

Tomando Bregma como referencia, se utilizaron las siguientes coordenadas: para los
nucleos intralaminares del talamo (PF): anteroposterior -2,5 mm, medial-lateral 0,05-
0,07 mm y 3,5 mm de profundidad desde la superficie del cerebro. Por medio de una
jeringa Hamilton se inyecto6 de 0,5 a 1 ul del stock del virus.

Para la transfeccion del estriado dorsal se utilizé la coordenada: anteroposterior 1 mm,
medial-lateral 1,5 mm y 3,0 mm del profundidad desde la superficie del cerebro (1 a
1.5 ul del stock del virus). Después de la cirugia, los animales fueron alojados en el
cuarto de bioseguridad durante al menos 7 dias, posterior a ese tiempo de
recuperacion, se realizaron los experimentos hasta 30 dias después de las

transfecciones.

7.6 Protocolos de estimulacion y registro
Las aferentes se estimularon eléctrica y optogenéticamente. La estimulacion eléctrica

se realizé mediante electrodos bipolares concéntricos (50 micras, de diametro en la
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punta; FHC, Bowdoinham, ME) colocados sobre la capa V de la corteza sensorial o
motora, asi como en el borde interno del nucleo reticular del talamo.

Las respuestas sinapticas fueron evocadas por una serie de pulsos de voltaje de
intensidad creciente hasta obtener respuestas supraumbrales, con o sin disparo de
potenciales de accion (Flores-Barrera et al., 2010) La sincronizacion y la frecuencia
del estimulo se controlé digitalmente desde el software de adquisicion, sin embargo la
duracién e intensidad del estimulo fueron controlados por una unidad de aislamiento
(Digitimer Ltd, Inglaterra).

La estimulacion optogenética de las aferentes talamo-estriatales se llevé a cabo con
pulsos de luz azul (473 nm) emitida a través de un laser de 50 mW de potencia
(CrystaLaser CL 473-50-0) situada cerca de la pipeta de registro o bien situada sobre
el sitio de transfeccioén. La duracion del estimulo fue controlado por medio del software
de adquisicion de datos y la intensidad fue modulada por la salida de la potencia del
laser.

En algunos experimentos, la estimulacidn optogenética se realizé con iluminacién de
epifluorescencia por medio de una lampara de xendn con un filtro de luz azul de 470
1+ 20 nm de longitud de onda. La duracion de la estimulacion de epifluorescencia se
control6 con un obturador (Lambda LS, Sutter Instruments) conectado al microscopio

a través de una fibra optica.

7.7 Analisis de los datos

Los datos digitalizados fueron importados para el analisis y su representacion grafica
en el software comercial (Origin v. 8.; Microcal, Northampton, MA) y (Graphpad Prism
5, San José CA, EE.UU).

Se utilizaron pruebas de estadistica paramétricas (Student’s t tests) y no paramétricas
(Wilcoxon, Mann-Whitney, Friedman, Kruskal-Wallis, etc.), de acuerdo a las
caracteristicas de los grupos medidos o comparados asi como algunas pruebas post
hoc (Tukey, Dunnette's, Dunn, etc.), con los siguientes niveles de significancia: (* P
<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001). En algunos casos los datos se presentan como medias

0 medianas + SEM.
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7.8 Analisis histolégicos

Las rebanadas de las neuronas que se marcaron intracelularmente con biocitina, se
fijaron en paraformaldehido (4%) y acido picrico (1%) en buffer salino de fosfatos,
(PBS) con un pH de 7.4 a 4°C durante 24 horas para fijar el tejido. Posteriormente se
hicieron tres lavados de diez minutos cada uno y se incluyo6 el tejido en sacarosa al
10% y 6%. Después se incluyo el tejido en un bloque de agar al 5% para obtener
secciones de menor espesor (50 um) e incubarlas con 1: 200 de estreptavidina
conjugada con Cy3 o Cy5 (Invitrogen) disuelto en PBS que contiene 0,3% de Triton X-
100 (PBS-Tx), durante 12 horas en agitacion continua.

Finalmente, todos los cortes se montaron en porta-objetos con medio de montaje para
muestras con fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories).

Todas las imagenes fueron adquiridas con un microscopio Confocal Zeiss LSM700
(Zeiss, Gottingen, Alemania), en el cual se obtuvieron imagenes de 1024 X 1024

pixeles que fueron exportadas en formato de archivo TIFF.

7.9 Farmacos empleados

Nombre Accion Compaiiia
Apamina Bloqueador de los canales SK
Caribdotoxina Bloqueador de los canales BK Alomone Labs (Israel)
NS 1619 Activador del canal BK Tocris Biosciences
CyPPA Activador del canal SK (Bristol, Reino Unido)
NS 309 Activador del canal SK ’
CNQX Bloqueador de los receptores AMPA y
KAINATO Sigma-Aldrich-RBI
APV Bloqueador de los receptores NMDA (St Louis, MO, USA)
Bicuculina Bloqueador de los receptores GABA a

Todas las soluciones stock de los farmacos se prepararon al momento de realizar la
serie de experimentos correspondientes y posteriormente se afnadieron al medio de

perfusién para alcanzar la concentracion final deseada.
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Reproduccion de 2 Cirugia estereotaxica 3 Obtencion de rebanadas 4 Registros intracelulares
Ratones transgénicos para transfeccion con AAV2 de cerebro preservadas (Patch clamp)
(YFP, tdTomato, ChR2). in vitro Estimulacion eléctrica
y optogenética

BAC-eGFP D,
BAC-eGFP D,
A2A-Cre
PV-Cre
Chat-Cre
5HT3a-Cre
Vglut2-Cre
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con un angulo de 20° o Estimulacion
9 Estlm(l;lacmn oplogenética
€ Laser 470 nm

Figura 10. Esquema resumen de la metodologia empleada. Numero 1: Tipos de animales transgénicos
que se utilizaron en el presente proyecto. 2: Ejemplo del sitio de transfeccion en el estriado dorsal y
fotografia de una rebanada horizontal de un ratén PV-Cre, en el que se expresé la proteina tdTomato
en las interneuonas FS. 3: Esquema del tipo de corte y rebanadas obtenidas que preservan las vias
cortico-estriatal y tdlamo-estriatal. 4: Fotografia que ilustra dos neuronas que se estan registrando con
la técnica de patch clamp, asi como un esquema de la preparacion experimental que se utilizé para
activar la via tdlamo-estriatal optogenéticamente y la cortico-estriatal con estimulaciéon de campo.

8. RESULTADOS

8.1 Identificacion y caracterizacion electrofisiologica de las neuronas
estriatales

Neuronas de proyeccién

Para la caracterizacion electrofisiolégica de las neuronas estriatales de proyeccién
(dSPNs e iSPNs), se tomaron muestras de varios ratones de diferentes sepas.

Se registraron 14 neuronas de la via directa o dSPNs de la siguiente manera: 7 en
ratones BAC-D1, 4 en ratones A2A-Cre y 3 en ratones C57BL /6J. Por otra parte se
registraron 17 neuronas de la via indirecta o iISPNs de la siguiente manera: 4 en
ratones BAC-D2, 4 en ratones A2A-Cre y 5 en ratones C57BL / 6J. Las dSPNs e iSPNs
se identificaron por sus marcadores moleculares o respuesta electrofisiolégica ante la
estimulacion cortico-estriatal (Flores-Barrera et al., 2010).

Las SPNs se caracterizan por presentar un retardo en la generacion del primer
potencial de accion, al ser estimuladas en el soma con un pulso despolarizante

(Bargas et al., 1989). Este retardo tiene la forma de una rampa despolarizante de
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varios cientos de milisegundos (Trazo negro de los incisos A1 Y B1 de la Figura 11).
Las SPNs también presentan un patrén de disparo ténico regular y con poca
adaptacion (Trazo rojo y verde de los incisos A1Y B1 de la Figura 11). Por otra parte,
se observa cierta oposicion del voltaje a la hiperpolarizacion debido al rectificador
entrante (incisos A2 Y B2 de la Figura 11).

Las neuronas dSPNs tuvieron en promedio un potencia de membrana (mV) de -85.2
1 0.9, mientras que las iSPNs presentaron un promedio de -86.1 + 1.05. De manera
consistente con la literatura, las SPNs mostraron una resistencia de entrada (MQ) en
promedio de 174 + 23 y 148 £ 18 para las dSPNs e iSPNs respectivamente (Figura
11, inciso A2 y B2).

La constante de decaimiento membranal (tau tm) fue ligeramente mas rapida en las
iISPNs (12 £ 2.2), con respecto a las dSPNs (15 £ 2.1), (Figura 11, inciso A3 y B3). Sin
embargo la diferencia no fue significativa (Student’s t test. P = 0.284). Por otra parte
las iISPNs tuvieron una capacitancia neuronal (pF) de 77 + 8.0, mientras que las
dSPNs tuvieron una capacitancia de 77 + 6.0, lo cual sugiere que el area somato-

dendritica de las SPNs es muy similar (Reyes et al., 1998; Saunders et al., 2016).

Interneuronas estriatales

En el presente proyecto se registraron las siguientes clases de interneuronas: FS,
ChAT y LTS. Las FSI se obtuvieron principalmente de los ratones transgénicos PV-
Cre (n=7),y 5HTr3a-Cre (n = 5), las interneuronas ChAT se obtuvieron de los ratones
ChAT-Cre (n = 11), mientras que las interneuronas LTS se obtuvieron de los ratones
5HTr3a-Cre (n = 8) y de ratones transgénicos Vglut2-Cre, BAC-D1 y BAC-D2 (n=7).
En todos los casos se realizd una clasificacion con base en las propiedades
electrofisioldgicas de las distintas clases de interneuronas de acuerdo con lo reportado
en la literatura (Tepper et al., 2010; Ibafiez-Sandoval et al., 2010, 2011; Saunders et
al., 2016). Cabe mencionar que las interneuronas: Neurogliaforme y Fast-adapting
fueron excluidas del presente estudio.

Las propiedades electrofisioldgicas de las interneuronas registradas en este proyecto

se describen a continuacion:
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Interneuronas FS

La principal caracteristica electrofisioldgica de las FSI es la capacidad de generar
rafagas de potenciales de accién de hasta 300 Hz. En algunas ocasiones estas
neuronas exhiben disparo con pausas o “Stuttering” (Ver trazo color rosa del inciso C1
de la figura 11). Las FSI, tuvieron un potencial de membrana en promedio de -81 + 3.1
(mV), una resistencia de entrada de 159 * 14 (MQ), constante de decaimiento
membranal de 10.1 + 1.0 (tau tm) y una capacitancia neuronal de 64 + 4.1 (pF). Para
estas mediciones se consideraron 14 neuronas registradas (incisos C2 Y C3 de la

Figura 11).

Interneuronas ChAT

La principal caracteristica electrofisiolégica de las ChAT es su baja frecuencia de
disparo, debido a las conductancias de potasio que subyacen al largo post-potencial
hiperpolarizante. Por otra parte, estas interneuronas presentan una deflexién en el
voltaje no uniforme o “Sag” en respuesta a un pulso cuadrado hiperpolarizante en el
soma (Ver trazos color rosa del inciso D1 de la figura 11).

Considerando las ChAT que presentaron actividad espontanea y aquellas que no la
tuvieron, presentaron un potencial de membrana en promedio de -72 £ 1.7 (mV), una
resistencia de entrada de 242 + 43 (MQ), constante de decaimiento membranal de 24
+ 6.1 ms (tau tm) y una capacitancia neuronal de 90.5 + 11.6 (pF). Para estas
mediciones se consideraron 11 neuronas registradas (incisos D2 Y D3 de la Figura
11).
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Figura 11. Caracterizacion electrofisiolégica de las neuronas estriatales. La columna de la izquierda
del extremo superior al inferior, muestra la respuesta del voltaje ante la aplicacion de pulsos
despolarizantes e hiperpolarizantes en el soma de una dSPN (inciso A1), iSPN (inciso B1), FSI (inciso
C1), ChAT (inciso D1), y una LTS (inciso E1). La columna central ilustra la relacién corriente-voltaje o
“Curva I-V” y el valor de la resistencia de entrada para cada uno de los tipos neuronales antes
mencionados. La columna derecha ilustra el ajuste de una exponencial a la constante de tiempo
membranal de cada uno de los tipos neuronales estudiados. En las tres columnas se conserva el
siguiente cadigo de color para cada clase neuronal: dSPN (Color rojo), iSPN (Color verde), FSI (Color
rosa), ChAT (Color morado), y una LTS (Color negro).
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Interneuronas LTS

La principal caracteristica electrofisioldgica de las LTS es la presencia del bajo umbral
de disparo, asi como el disparo en rafaga al inicio de la estimulacién del pulso
cuadrado despolarizaste en el soma. Estas neuronas también pueden exhibir disparo
al final de un pulso hiperpolarizante en el soma. Cabe mencionar que estas neuronas
también presentan rectificacion ante pulsos hiperpolarizantes. Las caracteristicas
electrofisologicas se ilustran en los trazos rojos y negros del inciso 1E de la figura 11.
Las interneuronas LTS, tuvieron un potencial de membrana en promedio 73.1 + 1.42
(mV), una resistencia de entrada de 1,019 = 204 (MQ), constante de decaimiento
membranal de 61.4 + 10.8 ms (tau tm) y una capacitancia neuronal de 73.3 + 5.7 (pF).
Para estas mediciones se consideraron 15 neuronas registradas (incisos E2 Y E3 de

la Figura 11).

8.2 Integracion Sinaptica Cortico-estriatal en las SPNs
Las dSPNs exhiben una distinta respuesta sinaptica con respecto a las iSPNs. Dicha
diferencia se ha observado recientemente al estimular la via cortico-estriatal con un
electrodo bipolar concéntrico en la capa 5 de la corteza sensorio-motriz (esquema
experimental ilustrado en el Inciso A de la figura 12) (Flores-Barrera et al., 2010). En
el presente proyecto se corrobord esta informacion registrando neuronas de la via
directa (dASPNs) en ratones BAC D1-eGFP (Inciso A1 de la figura 12) y neuronas de
la via indirecta (iISPNs) en ratones BAC D2-eGFP (Inciso A2 de la figura 12), asi como
en ratones A2A-Cre.
La principal diferencia entre neuronas dSPNs y neuronas iSPNs, consiste en la distinta
duracién a la amplitud media de la respuesta sinaptica cortico-estriatal.
Las dSPNs exhiben una meseta despolarizante de varios cientos de milisegundos con
disparo repetitivo (Inciso B de la figura 12). La duracién a la amplitud media de esta
respuesta sinaptica tuvo un valor promedio de 296 £ 26 ms (n = 24).
Por otra parte las iSPNs responden a la activacion cortical con una respuesta
despolarizante que exhibe una rapida repolarizacién (Inciso C de la figura 12). Como

resultado, la duracion a la amplitud media de la respuesta sinaptica es en promedio
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de 115 £ 13 ms (n = 19). La diferencia en la duracién a la amplitud media de la
respuesta sinaptica cortico-estriatal entre iISPNs dSPNs se puede observar con toda
claridad al sobreponer los trazos en el mismo barrido temporal (Inciso D de la figura
12).

D
C
B Sobreposicion
I 15 mV
— 100 ms
| iSPN
|

dSPN

Figura 12. Distinta respuesta sinaptica cortico-estriatal entre las SPNs. iSPNs: A) ensamble
experimental: el electrodo de campo senalado en color amarillo se colocé sobre la capa 5 de la corteza
cerebral para estimular la via cortico-estriatal. A1y A2). Al mismo tiempo de estimular la via cortico-
estriatal, se registro la respuesta sinaptica en las SPNs identificadas en ratones transgénicos BAC-D1-
eGFP y BAC-D2-eGFP. B) Respuesta sinaptica supraumbral de una dSPN. C) Respuesta sinaptica
supraumbral de una iSPN. D) Sobreposicion de los trazos de respuesta sinaptica. La cabeza de flecha
al pie de los registro indica el momento en que se dio el estimulo en la corteza cerebral.

Con base en los resultados obtenidos, nos preguntamos si la distinta respuesta
cortico-estriatal entre las SPNs, depende de factores extrinsecos o intrinsecos. Los
componentes extrinsecos considerados fueron: el area cortical estimulada, o bien una
fuente distinta de glutamato, como las aferentes provenientes de los nucleos
intralaminares del talamo. Los componentes intrinsecos considerados fueron: la
distinta contribucidon de canales i6nicos que tienen una importante participacion en la
repolarizaciéon de la respuesta sinaptica, tales como los canales de potasio, o bien una

distinta contribucion de canales de calcio.
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8.3 Estimulacion de la via cortico-estriatal en distintas regiones
corticales

Dado que las distintas areas corticales estan relacionadas con diversas funciones
sensoriales, motoras y cognitivas, se estimularon 3 diferentes regiones corticales para
estudiar si las distintas respuestas cortico-estriatales en las SPNs dependen de la
corteza motora o bien se generalizan a las aferentes cortico-estriatales asociadas a
distintas funciones. Para ello, se obtuvieron cortes sagitales que preservaran la
corteza parietal en la cual se estimul6 la corteza sensorial primaria (Inciso A de la
figura 13). También se obtuvieron cortes horizontales para activar la corteza sensorial
secundaria del I6bulo temporal (Inciso B de la figura 13), asi mismo se activé la corteza
insular del I6bulo frontal (Inciso C de la figura 13). En ambas neuronas (dSPN y
iISPNs), las respuestas sinapticas fueron consistentes entre su mismo tipo (figura 13).
Los resultados obtenidos, sugieren que las distintas respuestas sinapticas entre las
SPNs son independientes de las distintas vias aferentes cortico-estriatales que
inervan al estriado.

Para corroborar que las distintas respuestas sinapticas entre las SPNs, no dependen
de los elementos extrinsecos, se estudio la respuesta sinaptica de las SPNs activando

otra fuente distinta de glutamato; la via talamo-estriatal.
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Figura 13. Distinta respuesta sinaptica cortico-estriatal entre las SPNs. A) llustracién de corte sagital
que preserva la corteza parietal, a la derecha se muestran las respuestas sinapticas supraumbrales de
dSPN (rojo) e iSPN (verde), obtenidas al estimular la corteza sensorial primaria. B) llustracion de corte
horizontal con un angulo de 20° que preserva la corteza temporal, a la derecha se muestran las
respuestas sinapticas supraumbrales de dSPN (rojo) y iSPN (verde) que se obtuvieron al estimular la
corteza sensorial secundaria. C) Respuestas sinapticas supraumbrales de dSPN (rojo) y iSPN (verde)
que se obtuvieron al estimular la corteza insular en una rebanada horizontal.

8.4 Trazado y activacidon optogenética de la via talamo-estriatal
Con el objetivo de activar selectivamente la via tdlamo-estriatal, se utilizo la técnica
de optogenética. Para ello se utilizaron ratones transgénicos Vglut2-Cre, en los cuales
se introdujo en los nucleos intralaminares parafascicular (Pf) y centrolateral (CL) un
adenovirus dependiente de la enzima Cre-recombinasa, que contiene secuencias de
ADN para expresar las proteinas eYFP-ChR2. Después de la expresion de las
proteinas, se realizd una rebanada sagital con un angulo de 20° que preserva la via
talamo-estriatal en condiciones Optimas para los experimentos posteriores de
electrofisiologia in vitro (Inciso A de la figura 14). Para corroborar que la proteina eYFP

se expresa en las neuronas de los nucleos intralaminares, se realizaron registros en
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los que se realizé un marcado intracelular con biocitina que permitio identificar las
caracteristicas anatdomicas reportadas en la literatura (Deschénes et al., 1995, 1996;
Lacey et al., 2007). Se identifico una neurona del nucleo parafasicular positiva a eYFP,
rodeada de axones y somas de otras neuronas transfectadas (inciso B de la figura
14). Las neuronas registradas pueden exhibir una respuesta tipo burst de bajo umbral
de activacion, al estimularlas con pulsos hiperpolarizantes en el soma (inciso D de la
figura 14). En las respuestas subumbrales y supraumbrales evocadas
optogenéticamente por estimulos de intensidades o duraciones crecientes se puede
observar que estas neuronas también pueden exhibir respuestas de bajo umbral de
disparo, seguidas de rafagas de potenciales de accion de alta frecuencia (incisos E y
F de la figura 14).

Una vez que se corroboro la correcta expresion de la eYFP y el ChR2 en las neuronas
de los nucleos intralaminares, se verifico la activacion de los axones talamicos en el
estriado. Para ello, se realizaron registros intracelulares en las SPNs que se marcaron
con biocitina para su corroboracién anatdmica (Inciso C de la figura 14). La frecuencia
de disparo se increment6 al momento en que se activaron los axones talamicos eYFP-
ChR2 + dentro del estriado con un tren de 4 pulsos a 20 Hz, lo que indica que la
activacién de la via talamo-estriatal fue exitosa (inciso G, figura 14).

En las neuronas estriatales se emplearon los mismos protocolos de activacion
optogenética utilizados para las neuronas talamicas (Incisos E, F, H e | de la figura
14).
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Figura 14. Activacion optogenética de la via talamo-estriatal. A) Reconstruccion serial de una rebanada
sagital donde se muestra el sitio de la inyeccién del virus adeno-asociado EF1a.DIO-ChR2-eYFP en la
region de los nucleos intralaminares del talamo (PF y CL) en un ratén Vglut2-Cre, el corte fue sagital
con un angulo de 20 grados desde el eje antero-posterior del cerebro. B) Fotografia confocal de una
neurona del nucleo parafascicular marcada intracelularmente con biocitina y positiva a eYFP. Alrededor
también se observan colaterales axonicas locales eYFP-positivas. El sitio de registro esta marcado por
un asterisco en A. C) Neurona de proyeccion estriatal con marcado intracelular con biocitina (rojo) y
rodeada de axones aferentes eYFP-positivos provenientes del talamo. D) Respuesta del voltaje de una
neurona del nucleo parafascicular ChR2-eYFP (+) ante la estimulacién de luz al inicio del trazo, seguida
de pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes en el soma de la neurona. E y F) Registros
electrofisiolégicos de la respuesta evocada al aplicar pulsos crecientes de intensidad (izquierda) y
duracion (derecha) de la estimulacién laser sobre el nucleo parafascicular. G) Tren de potenciales de
accion de una SPN evocados con un pulso de corriente en el soma (trazo izquierdo) y después de
estimular simultdneamente la via tdlamo-estriatal optogenéticamente con un tren de cuatro pulsos de
luz azul a 20 Hz (trazo derecho). Note el aumento de la frecuencia de disparo por la activacion
optogenética. H e I) Registros electrofisiologicos de una SPN, de la respuesta evocada al aplicar pulsos
crecientes de intensidad (izquierda) y duracion (derecha) de la estimulacion laser sobre los axones
talamo-estriatales que expresan ChR2-eYFP. Las abreviaciones de la imagen del inciso A, son citados
de acuerdo al atlas de Paxinos: M1: Corteza motora primaria; M2: Corteza motora secundaria; CPU:
Caudado-putamen o estriado; CC: Cuerpo Calloso; 3V: 3er Ventriculo; LHbM: Habénula lateral parte
media; CL: Nucleo taldamico centrolateral; Pf: Nucleo taldmico parafascicular; IC: Capsula interna; LGP:
Globo palido lateral o externo (GPE); Rt: Nucleo reticular talamico; VTA: Area tegmental ventral; fr:
Fasciculo retroflexus
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8.5 Comparacion de la respuesta cortico-estriatal y talamo-estriatal
Después de estandarizar los protocolos de estimulacion optogenética, se realizaron
los experimentos para comparar la respuesta sinaptica de las SPNs de dos fuentes
distintas de aferentes glutamatérgicas (Corteza y talamo). En esta serie de
experimentos se realizaron transfecciones con el constructo genético CamKII-ChR2-
eYFP en la corteza motora (Ver figura suplementaria 1) o bien en los nucleos
intralaminares del talamo, para activar optogenéticamente las aferentes
glutamatérgicas. Asi mismo se realizaron experimentos estimulando las aferentes con
electrodos de campo (Los esquemas de los arreglos experimentales se ilustran en los
numeros 1y 2 de la figura 15). Se observé que ambas respuestas sinapticas presentan
una despolarizacion con meseta prolongada (caracteristica de estas neuronas),
después de estimular tanto las aferentes corticales como taldmicas (Incisos Ay B de
la figura 15). Cabe sefalar que se obtuvo el mismo resultado tanto con la estimulacion
optogenética como con la eléctrica (Ver registro del inciso A, sefalado con la cabeza
de flecha en color amarillo).

En los experimentos realizados para estudiar las respuestas sinapticas de las iSPNs,
también se observaron respuestas de repolarizacion rapida al estimular las aferentes
corticales y talamicas (Incisos C y D de la figura 15), tal como se ha reportado
previamente (Flores-Barrera et al., 2010). La fotografia del inciso D ilustra una neurona
iISPN A2A-tdTomato (+) marcada intracelularmente con biocitina y acoplada al
fluoréforo CYS5 (Azul). Las fibras eYFP positivas que se aprecian de fondo

corresponden a los axones cortico-estriatales positivos a eYFP-ChR2.
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Figura 15. Comparacion de las respuestas sinapticas supraumbral de las neuronas de proyeccion
durante la activaciéon cortical y talamica. 1) Esquema del disefio experimental, ilustra el sitio de
transfeccion del adeno virus asociados con CamKII-ChR2-eYFP en el area de la corteza motora y la
localizacion del electrodo de campo. 2) Esquema del disefio experimental para activar la via talamo-
estriatal optogenéticamente, se ilustra el sitio de transfeccion del adeno virus asociados con CamKII-
ChR2-eYFP en los nucleos intralaminares del talamo y la localizaciéon del electrodo de campo. A) Se
muestra de izquierda a derecha la respuesta sinaptica supraumbral de una dSPN obtenida al estimular
la corteza con un electrodo de estimulacion de campo, asi como la respuesta obtenida con estimulacion
optogenética. B) Se muestra una respuesta sinaptica supraumbral de una dSPN al estimular la via
talamo-estriatal optogenéticamente. C) Se muestra de izquierda a derecha la respuesta sinaptica
supraumbral de una iSPN obtenida al estimular la corteza con un electrodo de estimulacién de campo,
asi como la respuesta obtenida con estimulacion optogenética. D) Respuesta sinaptica supraumbral de
una iSPN al estimular la via tdlamo-estriatal optogenéticamente. La imagen confocal del inciso D,
corresponde a una iSPN A2A-tdTomato (+) marcada intracelularmente con biocitina y acoplada al
fluoréforo CY5 (Azul) con axones positivos a eYFP-ChR2 de fondo, que descienden de la corteza
cerebral. Note la similitud de las respuestas sinapticas supraumbrales evocadas desde la corteza o el
talamo, ya sea con estimulacion optogenética o de campo.

8.6 Distribucion de los contactos sinapticos corticales y talamicos en
el arbol somatodendritico de las SPNs

De acuerdo con algunos reportes en la literatura, las respuestas sinapticas que hacen
contacto sobre las dendritas proximales al soma tienen un tiempo de subida al pico
(rise time) y una duracion a la amplitud media (Half width) mas cortos, con respecto a

los contactos sinapticos sobre las dendritas distales al soma (Rall, 1967; Munson y
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Sypert 1979; Plotkin et al., 2011). Por lo tanto, estos dos parametros tienden a
incrementarse conforme la distancia al soma aumenta. Con este marco tedrico, se
realizaron experimentos para determinar si los contactos sinapticos sobre las SPNs,
provenientes de la corteza o el talamo, hacen contactos sinapticos de manera
preferencial, o se encontraban distribuidos homogéneamente a lo largo del arbol
dendritico.

Para comparar en la misma neurona la respuesta sinaptica evocada al estimular la via
cortico-estriatal y talamo-estrital, con estimulacién de campo, se obtuvieron rebanadas
horizontales que preservan las aferencias cortico-estritales y talamo-estriatales, asi
como la localizacién de los electrodos de estimulacion de campo y el sitio de registro
(inciso A de la figura 16). Solo 4 de 10 neuronas registradas se encontraron
conectadas por ambas aferentes glutamatérgicas al estimular con electrodos de
campo.

En esta serie de experimentos se emplearon los ratones transgénicos BAC-D1-eGFP
y BAC-D2-eGFP. Para corroborar la identidad de las neuronas registradas, se
marcaron con biocitina durante el registro y posteriormente se realizé el analisis
histolégico. A la derecha del esquema de inciso A, se muestra la imagen confocal de
una dSPN e iSPN positivas a eGFP. En el inciso B, se muestra la comparacion de las
respuestas sinapticas evocadas desde la corteza (Trazos azules) y desde el talamo
(Trazos naranjas) en la misma dSPN a nivel de despolarizacion subumbral (registro
superior) y umbral (registro inferior), en estos experimentos se observaron respuestas
sinapticas muy similares al estimular las distintas aferentes glutamatérgicas. Los
resultados fueron equivalentes en las iSPN al comparar las respuestas sinapticas de

las dos vias aferentes glutamatérgicas (inciso C, figura 16).

Al comparar el tiempo de subida al pico (rise time) y la duracion a la amplitud media
(Half width) de las respuestas sinapticas subumbrales evocadas desde la corteza y el
talamo en las dSPNs, no fueron significativamente diferentes, lo que sugiere que los
contactos sinapticos de ambas fuentes glutamatérgicas establecen sinapsis en
regiones similares de la membrana somatodendritica postsinaptica (Ver tabla 1).

Tampoco se obtuvieron diferencias significatvas al comparar el tiempo de subida al
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pico (rise time) y la duracion a la amplitud media (Half width) de las respuestas

sinapticas subumbrales evocadas desde la corteza y el talamo en las iSPNs.

Sin embargo, al comparar la duracion a la amplitud media entre las dsitintas SPNs
(dSPNs: 59 £+ 7.8 ms; iSPNs: 33 + 4.3 ms), se encontraron diferencias significativas (P
=0.011).

Posteriormente se realizé una normalizacion del tiempo de subida al pico y la duracion
a la amplitud media con la constante de decaimiento de la membrana (tau tm),
(Munson y Sypert 1979). Con este analisis se develo que los contactos sinapticos en
las SPNs, provenientes de la corteza cerebral y el tdlamo se superponen y se
distribuyen de manera similar a diferentes distancias electrotonicas al soma. Lo
anterior podria indicar que las aferentes glutamatérgicas poseen un patrén similar de
inervacion. Este resultado se observé tanto en las dSPN (Inciso D de la figura 16; R?
=0,57; p = 0,02), como en las iSPNs (Inciso E de la figura 16; R? = 0,64; p = 0,0042).
Los resultados descritos anteriormente son congruentes con reportes anatomicos,

pubicados por Doig et al, 2010, Deng et al., 2014 y Huerta-Ocampo et al, 2014.
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Figura 16. Respuestas sinapticas subumbrales en las SPNs evocadas con estimulacién de campo en
la corteza o el talamo. A) Esquema experimental utilizado para estimular con el estimulo de campo en
la corteza cerebral capa 5. En este caso las neuronas registradas se marcaron con biocitina
intracelularmente (marca fluorescente roja), para su identificaciéon anatémica en los ratones BAC-eGFP-
D1y BAC-eGFP-D2. B) De izquierda a derecha las respuestas evocadas en una dSPN después de un
estimulo cortical (izquierda) y después de estimular el talamo (columnas centrales), seguido por la
superposicion de las respuestas. C) De izquierda a derecha las respuestas sinapticas evocadas en una
iSPN después de un estimulo cortical (izquierda) y después de estimular el talamo (columnas
centrales), seguidas por la superposicion de las respuestas. D y E) Tiempo de subida al pico de la
respuesta sinaptica respecto a la duracién a la amplitud media de la respuesta sinaptica, ambas
mediciones normalizadas con la constante de tiempo membranal. Las respuestas cortico-estriatales
estan representadas por cuadros azules, mientras que las respuestas talamo-estriatales se
esquematizan con circulos de color naranja. Note, que las entradas sinapticas de la corteza y el tdlamo
se distribuyen a distancias similares respecto al soma de las SPNs. Tanto las dSPNs como las iSPN
tuvieron correlaciones estadisticamente significativas (dSPNs: R? = 0,57; p = 0,02) y (iISPNs: R? = 0,64;
p = 0,0042)

De acuerdo con los resultados anteriores (figuras 13, 15 y 16), se sugiere que las

distintas respuestas sinapticas entre las dSPN e iSPNs, ante la estimulacion de
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aferentes glutamatérgicas, no dependen de los factores extrinsecos. Con base en lo
anterior decidimos estudiar la participacion de algunas conductancias intrinsecas

posiblemente involucradas en la distinta repolarizacion de la respuesta sinaptica.

Tabla 1.Comparacion de las medidas del tiempo de subida al pico y la duracion a la
amplitud media de las respuestas sinapticas cortico-estriatal y talamo-estriatal de las
neuronas estriatales.

Estimulacion Mediciones dSPN iSPN FSI ChAT+ LTS
(n) (n=10) (n=9) (n=7) (n=8) (n=9)
Tiempo de

subida al pico de

la amplitud 6.9 +0.98 7.2+0.8 | 42+0.77 | 5.5+0.78 | 7.3+0.93
Cortical maxima

(rise time, ms)

Duracidén ala
amplitud media 59+7.8 33+4.3 | 21.8+33 |46.4+13.4| 741194
(Half width, ms)

(n) (n=7) (n=9) (n=7) (n=6) (n=7)
Tiempo de
subida al pico de
la amplitud 6.8 +0.92 6.3+09 |42+038 | 51+0.6 6.1 +0.89
Taldmica maxima

(rise time, ms)
Duracién a la
amplitud media 48 +10.1 27+55 [23.4+182|57.7+18.4| 50.9+13.6
(Half width, ms)

Ni los tiempos de subida al pico ni la duracion a la amplitud media de los eventos sinapticos
subumbrales fueron estadisticamente diferentes al comparar los valores de la estimulacion de la corteza
o el talamo en las dSPNs (P =0,98 y P =0,18) e iSPNs (P =0,39 y P =0,14), FSI (P =0,993 y P =
0,667), ChAT (P=0,734yP =0,618)y LTS (P =0,382 y P = 0,171) respectivamente.

8.7 Participacion de las conductancias intrinsecas en la respuesta
cortico-estriatal

Dado que al estimular el talamo o la corteza, la mayor diferencia entre las distintas
respuestas sinapticas en las SPNs es la duracion a la amplitud media y considerando
que las dSPNs y las iSPNs poseen una dinamica distinta del calcio en las dendritas
(Day et al., 2008; Flores Barrera et al., 2010), se estudio la contribucién de los canales

de potasio activados por calcio (Kca?*) en la integracion sinaptica.
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En la serie de experimentos que se realizaron para estudiar la participacion de estos
canales en la integracion sinaptica de las SPNs, se encontré que tanto los canales
BK, como los SK, estan participando en la repolarizacién de las respuestas sinapticas.
Al bloquear los canales BK con toxinas selectivas Caribdotoxina (“ChTx” 20 nM) o los
canales SK con Apamina (“apa” 100 nM), se puede notar que la duracion de la
respuesta se incrementa significativamente respecto al control (Trazo azul y negro,
incisos Ay D de la figura 17).

Cabe resaltar que la participacién de los canales BK (trazo azul) y SK (trazo morado)
en las dSPN, es mas representativa a partir de las respuestas a nivel de
despolarizacion umbral (1X) (inciso B, figura 17). En el inciso C (figura 17) se ilustra
una grafica de los cambios en la duracion a la amplitud media de la respuesta sinaptica
con respecto a la aplicacion de los bloqueadores de los Kca?* en las dSPN. En la
grafica se observa que la duracion a la amplitud media en condiciones control es en
promedio de 296 + 26 ms (n = 24, caja roja *P < 0.05). Al adicionar al sitema de
perfusién ChTx, este valorincrementé a 474 £ 40 ms, lo cual representa un incremento
del 60% (n = 10, caja azul *P < 0.05). Cuando se empleo Apamina, la duracién a la
amplitud media aumento a 370 + 53 ms lo cual representa un incremento del 25% (n
= 10, caja morada, *P < 0.05). En los experimentos en que se bloquearon los dos
canales (BK y SK), la duracion a la amplitud media se increment6 a 773 £ 26 ms, lo
que es equivalente a un incremento del 161% (n = 6, caja negra del inciso C, **P <
0.02).
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Figura 17. Participacion de los canales BK y SK en la respuesta sinaptica supraumbral de las dSPNs
e iSPNs. A y D) Tres registros superpuestos de la respuesta sinaptica supraumbral de una dPSN e
iSPN respectivamente, ante la misma intensidad de estimulacion en la corteza cerebral. El registro
control se ilustra en rojo y verde, en presencia de los bloqueadores de los canales BK, 20 nM
caribdotoxina (ChTX, trazo azul), y la misma respuesta en la presencia tanto de ChTX y de bloqueador
de canales de SK, 100 nM apamina (ChTX + apa, trazos negros). Al pie de cada registro se muestra la
sustraccion digital de los trazos control y los experimentales. Note la distinta activacion temporal y
dinamica de los Kca?* entre las dSPNs e iSPNs. B y E) Incremento de la duracion a la amplitud media
en funcion de la intensidad del estimulo normalizado a la intensidad umbral (1X) de las dSPNs e iSPNs.
Los codigos de color para las distintas condiciones experimentales e identificacion de las neuronas se
mantienen respecto a los incisos A y D. Las curvas sobrepuestas a los valores promedio, corresponde
a un ajuste de una funcion sigmoide. C y F) Resumen de las distribuciones de las mediciones de la
duracion a la amplitud media de las respuestas supraumbrales (2X) de las dSPNs e iSPNs en el control,
con cada bloqueador, y con los dos bloqueadores administrados juntos. Las diferencias son
significativas: * P <0,5 y ** P <0,01 con respecto a los controles.

Al bloquear los canales BK o los canales SK en las iSPNs, se observé que la duracién
de la respuesta se incremento significativamente respecto al control (Trazo azul y
negro, inciso D de la figura 17). Los resultados muestran que la participacién de los
canales Kca?* en las dSPNs se da de forma gradual y sostenida, mientras que en las
iISPNs se da de forma cuasi-instantanea y transitoria (Ver sustraccion digital, inciso A
y D, figura 17).
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A partir de los resultados en la curva de activacion con respecto al nivel de
despolarizacion, se puede observar que la participacion de los canales BK (trazo azul)
y SK (trazo morado) en las iSPN, se encuentra repolarizando las respuestas sinapticas
desde las amplitudes subumbrales (.5 X), (inciso E, figura 17).

La duracion a la amplitud media de la respuesta sinaptica con respecto a la aplicacion
de los bloqueadores de los Kca?* en las iSPN (inciso F, figura 17) mostraron que los
valores en condiciones control fueron de 115 + 13 ms (n = 19, caja verde *P < 0.05).
Al adicionar al sitema de perfusion ChTx, este valor incrementé a 204 + 44 ms, lo cual
representa un incremento del 77% (n = 7, caja azul *P < 0.05). Cuando se aplic
Apamina la duracion a la amplitud media aumentd a 267 + 46 ms, lo cual representa
un incremento del 132% (n = 8, caja morada *P < 0.02). En los experimentos en que
se bloquearon los dos canales (BK y SK), la duracion a la amplitud media se
incrementd a 344 + 48 ms, que corresponde a un incremento del 199% (n = 6, caja
negra **P < 0.02).

Para corroborar los resultados anteriores, se realizaron experimentos de activacion
farmacolégica de los canales BK (NS1619, 2 uM) y SK (NS 309, 2.5 uM) en las SPNs.
En el inciso A de la figura 18, se muestra una respuesta sinaptica supraumbral
caracteristica de una dSPN al activar la corteza (trazo rojo). Sin embargo, al activar
los canales BK farmacolégicamente (NS1619, 2 uM) o los canales SK con (NS 309,
2.5 uM), se puede notar que la duracion de la respuesta se reduce drasticamente
respecto al control (Trazo amarillo y negro). También se puede observar que la
participacion de los canales BK (trazo rosa) y SK (trazo naranja) en las dSPN, se hace

mas notoria a partir de las respuestas umbrales (1X) (inciso B, figura 18).

La duracion a la amplitud media en condiciones control fue de 302 + 31 ms (n = 18,
caja roja del inciso C *P < 0.05). Al adicionar al sitema de perfusién NS1619, la
duracion disminuy6 a 57 + 2 ms, lo cual representa una reduccion del 81% respecto
al control (n = 6, caja rosa del inciso C *P < 0.05). Cuando se aplicé NS 309, la duracién
a la amplitud media se redujo a 65 + 6 ms, lo cual representa un decremento del 78%
respecto al control (n = 6, caja amarilla del inciso C, *P < 0.05). A partir de los

experimentos de activacion de los canales BK y SK, se observo que la duracion a la
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amplitud media se redujo a 54 £+ 16 ms, lo que es equivalente a una disminucion del

82% respecto al control (n = 5, caja negra del inciso C, *P < 0.05)

Al activar los canales BK farmacolégicamente (NS1619, 2 uM) o los canales SK con
(NS 309, 2.5 uM), se observa que la duracion de la respuesta sinaptica se reduce
drasticamente respecto al control (Trazo amarillo y negro, inciso D, figura 18). También
se observa que la participacion de los canales Kca?* en las dSPNs se da de forma
gradual y sostenida, mientras que en las iSPNs se da de forma cuasi-instantanea y
transitoria (A y D, figura 18). La grafica del inciso E, se puede observar que la
participacion de los canales BK (trazo rosa) y SK (trazo naranja) en las iSPN, se
encuentra repolarizando los eventos sinapticos desde las amplitudes subumbrales.

La duracion a la amplitud media de las iISPNs en condiciones control fue de 110 + 9
ms (n = 6, caja verde del inciso F *P < 0.05). Al adicionar al sistema de perfusion
NS1619, la duracion disminuyé a 44 £ 4 ms, lo cual representa una reduccion del 60%
% respecto al control (n = 6, caja rosa del inciso F *P < 0.05). Cuando se aplicé NS
309, la duracion a la amplitud media se redujo a 40 £ 5 ms, lo cual representa un
incremento del 62% respecto al control (n = 6, caja amarilla del inciso F, *P < 0.05).
En los experimentos en que se activaron los dos canales (BK y SK), la duracion a la
amplitud media se redujo a 38 + 16 ms, lo que es equivalente a una reduccion del 64%

% respecto al control (n = 4, caja negra del inciso F, *P < 0.05).
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Figura 18. Activacion de los canales BK y SK en la respuesta sinaptica supraumbral de las dSPNs e
iSPNs. Ay D) Tres registros superpuestos de la respuesta sinaptica supraumbral de una dPSN e iSPN
respectivamente, ante la misma intensidad de estimulacion en la corteza cerebral. El registro control se
ilustra en rojo y verde, en presencia de los activadores de los canales SK, (NS 309, 2.5 uM) en trazos
color amarillo, y la misma respuesta en la presencia tanto de NS 309 y el activador de canales de BK
(NS1619, 2 uM) en trazos negros. Al pie de cada registro se muestra la sustraccion digital de los trazos
control y los experimentales. Note la distinta activacion temporal y dinamica de los Kca?* entre las
dSPNs e iSPNs. B y E) Reduccion de la duracion a la amplitud media en funcién de la intensidad del
estimulo normalizado a la intensidad umbral (1X) de las dSPNs e iSPNs. Los cédigos de color para las
distintas condiciones experimentales e identificacion de las neuronas se mantienen de acuerdo a los
incisos Ay D. Las curvas sobrepuestas a los valores promedio, corresponden a un ajuste de una funcién
sigmoide. C y F) Resumen de las distribuciones de las mediciones de la amplitud media de las
respuestas supraumbrales (2X) de las dSPNs e iSPNs en el control, con cada activador, y con los dos
activadores administrados juntos. Las diferencias son significativas: * P <0,5 con respecto a los
controles.

8.8 Manipulacion de las conductancias intrinsecas durante la
respuesta sinaptica cortico-estriatal en las SPNs

La pregunta que subyace a esta serie de experimentos es: ¢ cuales son los principales
determinantes de las diferentes trayectorias de la repolarizacion de la respuesta
sinaptica Cortico-estriatal entre las SPNs?. Cuando a la respuesta cortico-estriatal de
una dSPN se le aplica un activador de los canales BK (NS1619) (inciso A, figura 19)
la respuesta adquiere una repolarizacion mas rapida, lo que provoca que la respuesta

sinaptica sea muy similar a la de una iSPN. Por el contrario, cuando se bloquean los
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Kca?* en una respuesta cortico-estriatal de una iSPN, la duracion se prolonga y el tren
de potenciales de accion en forma de rafaga, se espacian y forman un tipo de disparo
en meseta (inciso B, figura 19).

Estos resultados apuntan a que las dSPNs e iSPNs tengan una distinta activacion
temporal y dinamica de la participacion de los Kca?*, que promueve que la
repolarizacion de las respuestas sinapticas de las iSPNs, sean mas rapidas que las
de dSPNs.

De acuerdo con los resultados anteriormente descritos, se plantea la hipotesis de que
la naturaleza de la integracion sinaptica depende mayormente de la participacion de
las conductancias intrinsecas, que de las extrinsecas.

Con el objetivo de hacer robusta la hipotesis de trabajo, se realizaron experimentos
en las interneuronas estriatales, para estudiar si estas exhibian una distinta forma de
integracion sinaptica con respecto a las neuronas de proyeccion, asi como una
respuesta sinaptica similar entre la forma de integracion sinaptica al estimular las

aferentes corticales y talamicas.

A dSPN B iSPN C Sobreposicién

control control Trazos superiores

15 mv

+ NS 1619 + apamin Trazos inferiores

200 ms
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Figura 19. Conversion de las respuestas sinapticas cortico-estriatal de las dSPNs e iSPNs una en la
otra. A) Registro control de la respuesta sinaptica cortico-estriatal de una dSPN (Trazo superior) La
flecha indica la adicion de 2,5 uM del activador del canal BK (NS 1619). Note, que la repolarizacion de
la duracion a la amplitud media se disminuyé de forma tal que adopto la forma de iISPN en condiciones
control (Trazo inferior). La imagen confocal ilustra la identificacién de la dSPN en un raton BAC-D1
eGFP. B) Registro control de la respuesta sinaptica cortico-estriatal de una iSPN (Trazo superior) La
flecha indica la adicién de 100 nM de la apamina bloqueador del canal SK. Note que la repolarizacion
rapida y el disparo en forma de rafaga de potenciales de accion al inicio de la respuesta sinaptica, se
convirtié en una respuesta con una repolarizacién lenta y un tren mas prolongado de los potenciales de
accion que duran mas de 200 ms, comparable a los observados en las dSPNs en condiciones control.
La imagen confocal ilustra la identificacién de la iISPN en un ratén BAC-D2 eGFP. C y D) Sobreposicién
de los trazos en condiciones control (Trazos superiores) y en condiciones experimentales (Trazos
inferiores).

8.9 Comparacién de las respuestas postsinapticas de las
interneuronas FS a la estimulacion cortical y talamica

En esta serie de experimentos se tuvo como objetivo la comparacion de la respuesta
sinaptica ante la estimulacién de las aferentes corticales y talamicas.

Dado que las FSI representan alrededor del 2% del total de la poblacion del estriado
(Sciamanna et al., 2015), se utilizo el ratdén transgénico PV-Cre para expresar la
proteina tdTomato con el fin de identificar a las FSI en el estriado. Adicionalmente se
introdujo por medio de una cirugia estereotaxica, el constructo genético CamKill-
ChR2-eYFP en los nucleos intralaminares del talamo para poder activar la via talamo-
estriatal optogenéticamente. En la misma preparacion experimental se estimuld la via
cortico-estriatal por medio de un electrodo de campo. Con la combinacion de estos
dos protocolos se logro estudiar la respuesta sinaptica de las FSI ante la estimulacion
de ambas aferentes glutamatérgicas.

En el inciso A de la figura 20 se ilustra el ensamble experimental, en el que se puede
observar el sitio de las dos transfecciones, asi como el sitio de la estimulacion de
campo en la corteza cerebral y el sitio de registro en el estriado.

A la derecha del esquema se muestran cuatro imagenes obtenidas con un microscopio
confocal, en donde se ilustra (de izquierda a derecha) los axones talamo-estriatales
eYFP (+) en el estriado dorsal, dos neuronas PV que expresan la proteina tdTomato
en el estriado, la interneurona FSI registrada y marcada con biocitina y conjugada con
Cy5 (Azul) y la sobre posicion de las tres imagenes anteriormente senaladas.

Las interneuronas Fast Spiking, pueden ser facilmente reconocidas por sus

propiedades electrofisioldgicas, sobre todo su disparo de alta frecuencia. En el inciso
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B de la figura 20 se puede ver un ejemplo del disparo (Trazo negro) de estas células
al aplicar pulsos de corriente de intensidad creciente despolarizantes e
hiperpolarizantes en el soma de la FSI (Trazos grises).

En el inciso C se muestra un tren de potenciales de accién de una FSI al estimular el
soma con un pulso cuadrado despolarizante, simultaneamente se le aplico un tren de
4 pulsos de luz azul a 20 Hz sobre los axones talamicos que expresan eYFP-ChR2,
note que la frecuencia de disparo se incrementa al activar optogenéticamente la via
talamo-estriatal.

Para comparar la respuesta sinaptica de las aferentes corticales y talamicas se
estimuld con un electrodo de campo en la corteza cerebral y se activo la via talamo-
estriatal con optogenética. Al comparar las respuestas supraumbrales se encontré que
ambas respuestas exhiben mesetas despolarizantes con rafagas de potenciales de
accién que muestran un amplio postpotencial hiperpolarizante (Inciso D de la figura
20). Cabe mencionar que la mayoria de las interneuronas FSI respondieron tanto a la
corteza y el talamo.

Con el objetivo de comparar las respuesta sinapticas al estimular el talamo o la corteza
en la misma FSI, obtuvimos rebanadas horizontales con un angulo de 20°de ratones
PV-Cre transfectados con tdTomato en el estriado dorsal. En estas condiciones
experimentales, observamos que a tanto a niveles de despolarizacién subumbral y
umbral las respuestas se sobreponen (Inciso E de la Figura 20).

Con las respuestas subumbrales obtenidas al estimular la corteza y el talamo, se midio
y grafico la duracion a la amplitud media contra el tiempo al pico de la subida de la
respuesta sinaptica, con el objetivo de estudiar cualquier posible segregacién
funcional de los contactos sinapticos a lo largo de la membrana somatodendritica
(inciso F de la figura 20).

La comparacion de los tiempos de subida y la duracidén a la amplitud media de las
respuestas sinapticas evocados desde la corteza y el talamo, no mostraron diferencias
significativas (Tabla 1), lo que sugiere que las respuestas sinapticas de ambas fuentes
glutamatérgicas inciden en los mismos lugares a lo largo de la membrana
somatodendritica. Incluso se obtuvo una correlacion significativa entre estos

parametros, lo que sugiere que ambos tipos de entrada se extienden de forma
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homogénea y que la distancia electrotonica es equivalente al soma (R? = 0,756; P =

0,0017).
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Figura 20. Comparacion de las respuestas sinapticas cortico-estriatal y talamo-estriatal sobre las
interneuronas Fast Spiking. A) Esquema del protocolo experimental que se utilizé: Se inyecto tdTomato
en el estriado dorsal, asi como CamKII-ChR2-eYFP en los nucleos intralaminares del talamo. También
se ilustra el sitio de estimulacion de campo de la via cortico-estriatal y el de registro en el estriado
dorsal. La secuencia de imagenes muestra las terminales del talamo ChR2-EYFP, las interneuronas
tdTomato FS-PV-Cre (rojo), la FSI registrada y marcada intracelularmente con biocitina reaccionada
con estreptavidina-Cy5 (azul), la cuarta imagen refiere a la sobre posicion de las 3 imagenes anteriores.
B) Respuesta del voltaje de una interneurona FS-PV + después de aplicar inyecciones intracelulares
de corriente. En el trazo negro se ve reflejada la alta frecuencia de disparo que estas neuronas pueden
alcanzar. C) Tren de potenciales de accion evocados con un pulso cuadrado de corriente despolarizante
en el soma, a la mitad del pulso se activd optogenéticamente la via talamo-estriatal con un tren de 4
pulsos de luz a 20 Hz, sobre los axones talamo-estriatales. Note que la frecuencia de disparo se
incrementa en respuesta a la estimulacion con luz. D) Respuestas sinapticas supraumbrales de las FS-
PV + ante la estimulacion de campo en la corteza cerebral (trazo azul) y la estimulacion optogenética
(trazo naranja) de las fibras del talamo. En ambos casos, se obtuvieron respuestas prolongas de cientos
de milisegundos, asi como disparo repetitivo que muestra el amplio postpotencial hiperpolarizante
caracteristico de esta clase de neuronas. E) De izquierda a derecha: Respuestas sinapticas
subumbrales y de amplitud umbral evocadas desde la corteza (trazo azul) y el tdlamo (trazo naranja),
en la ultima columna se ilustra la sobre posicidn de los registros. Note la similitud de la trayectoria del
voltaje F) Distribucion de los valores obtenidos al medir el tiempo al pico de la respuesta, asi como la
duracion a la amplitud media. Esta distribucion tuvo una correlacion significativa (R? = 0.756). Las
respuestas cortico-estriatales estan representadas por cuadros azules, mientras que las respuestas
talamo-estriatales se esquematizan con circulos de color naranja. Este analisis revela que ambas
entradas glutamatérgicas se distribuyen de forma homogénea en la membrana somatodendritica de las
FSI.
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8.10 Comparacion de las respuestas postsinapticas de las
interneuronas ChAT a la estimulacién cortical y talamica

En esta serie de experimentos se realizaron transfecciones en el estriado dorsal de
ratones transgénicos ChAT-Cre, para identificar a las interneuronas ChAT (+) con
tdTomato, asi como también en los nucleos intralaminares del tdlamo con el constructo
genético CamKII-ChR2-eYFP, para activar la via talamo-estriatal optogenéticamente.
En el inciso A de la figura 21, se muestran cuatro imagenes obtenidas con un
microscopio confocal, en donde se ilustra (de izquierda a derecha) los axones talamo-
estriatales eYFP (+) en el estriado dorsal (Verde), interneuronas ChAT que expresan
la proteina tdTomato en el estriado dorsal (Rojo), la interneurona ChAT registrada y
marcada con biocitina y conjugada con Cy5 (Azul) y la sobre posicién de las tres
imagenes anteriormente sefaladas.

La respuesta del voltaje al aplicar pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes de
corriente en el soma de la neurona ChAT (+) demostraron que éstas neuronas exhiben
baja frecuencia de disparo, asi como una deflexion en el voltaje en respuesta a pulsos
hiperpolarizantes (Trazos Negros, inciso B, figura 21).

En el inciso C se pueden observar varias repeticiones de un tren de potenciales de
accion de una ChAT al estimular en el soma con un pulso cuadrado despolarizante,
500 milisegundos después, se le aplico un tren de 4 pulsos de luz azul a 20 Hz sobre
los axones talamicos que expresan eYFP-ChR2 en el estriado dorsal, note que la
frecuencia de disparo se incrementa al activar optogenéticamente la via talamo-
estriatal.

En el inciso D de la figura 21, se muestra la respuesta sinaptica supraumbral de una
ChAT + al estimular la corteza cerebral con un electrodo de campo (Trazo Azul),
mientras que a la derecha se muestra la respuesta sinaptica supraumbral al estimular
la via talamo-estriatal optogenéticamente (Trazo Naranja).

En ambos casos, se obtuvieron respuestas prolongas de cientos de milisegundos, o
incluso segundos asi como disparo repetitivo que muestra el lento postpotencial
hiperpolarizante caracteristico de esta clase de neuronas (Goldberg et al., 2011; Bonsi
et al., 2011; Vizcarra-Chacon et al. 2013; Sciamanna et al., 2012; Doig et al., 2014).
En el inserto de la esquina superior derecha se muestra el disparo de un potencial de

accion, seguido de su largo postpotencial hiperpolarizante a un potencial de

61



membrana de -60 mV evocado optogenéticamente al activar el tdlamo. Una vez mas,
no se encontraron diferencias evidentes entre las respuestas sinapticas talamicas y
corticales (Doig et al., 2014).

Con el objetivo de comparar las respuesta sinapticas al estimular el talamo o la corteza
en la misma interneurona ChAT, se obtuvieron rebanadas horizontales de ratones
ChAT-Cre transfectados con tdTomato en el estriado dorsal. En estas condiciones
experimentales, observamos que a tanto a niveles de despolarizacion subumbral y
umbral las respuestas se sobreponen (Inciso E de la Figura 21).

Con las respuestas subumbrales obtenidas al estimular la corteza y el talamo, se
grafico la duracion a la amplitud media contra el tiempo al pico de la subida de la
respuesta sinaptica, con el fin de detectar cualquier posible segregacién funcional de
entradas sinapticas (inciso F de la figura 21). La comparacion de los tiempos de subida
y la duracion a la amplitud media de las respuestas sinapticas evocados desde la
corteza y el talamo, no mostraron diferencias significativas (Tabla 1), lo que sugiere
que las respuestas sinapticas de ambas fuentes glutamatérgicas inciden en los
mismos lugares a lo largo de la membrana somatodendritica. Incluso se obtuvo una
correlacioén significativa entre estos parametros, lo que sugiere que ambos tipos de
entrada se extienden de forma homogénea y que la distancia electroténica es
equivalente al soma (R? = 0,646, P = 0,0017).
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Figura 21. Comparacion de las respuestas sinapticas cortico-estriatal y talamo-estriatal sobre las
interneuronas ChAT +.A) De izquierda a derecha: imagenes de microscopia confocal de las terminales
del talamo-estriatales ChR2-EYFP +, las interneuronas tdTomato ChAT-Cre + (rojo), la neurona ChAT
registrada y marcada intracelularmente con biocitina reaccionada con estreptavidina-Cy5 (azul), la
cuarta imagen refiere a la sobreposicion de las 3 imagenes anteriores. B) Respuesta del voltaje de una
interneurona ChAT + después de aplicar pulsos cuadrados despolarizantes e hiperpolarizantes de
corriente en el soma. En el trazo negro se ve reflejada la baja frecuencia de disparo que estas neuronas
exhiben) Tren de potenciales de accion evocados con un pulso cuadrado de corriente despolarizante
en el soma, a la mitad del pulso se activd optogenéticamente la via talamo-estriatal con un tren de 4
pulsos de luz a 20 Hz, sobre los axones talamo-estriatales. Note que la frecuencia de disparo se
incrementa en respuesta a la estimulacion con luz. D) Respuestas sinapticas supraumbrales de las
ChAT+ ante la estimulaciéon de campo en la corteza cerebral (trazo azul) y la estimulaciéon optogenética
(trazo naranja) de las fibras del talamo. E) De izquierda a derecha: respuestas sinapticas subumbrales
y de amplitud umbral evocadas desde la corteza (trazo azul) y el tdlamo (trazo naranja), en la ultima
columna se ilustra la sobreposicion de los registros. Note la similitud de la trayectoria del voltaje. F)
Distribucién de los valores obtenidos al medir el tiempo al pico de la respuesta, asi como la duracién a
la amplitud media. Las respuestas cortico-estriatales estan representadas por cuadros azules, mientras
que las respuestas talamo-estriatales se esquematizan con circulos de color naranja. Esta distribucion
tuvo una correlacion significativa (R? = 0,646)
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8.11 Comparacion de las respuestas postsinapticas de las
interneuronas LTS a la estimulacion cortical y del talamo

En esta serie de experimentos se realizaron transfecciones en el estriado dorsal de
ratones transgénicos 5HT3a-Cre, para identificar a las interneuronas LTS con
tdTomato, asi mismo se realizaron transfecciones en los nucleos intralaminares del
talamo con el constructo genético CamKII-ChR2-eYFP, para poder activar la via
talamo-estriatal optogenéticamente.

En el inciso A de la figura 22, se ilustra en los paneles superiores de izquierda a
derecha, cuatro imagenes obtenidas con un microscopio confocal, en donde se
observan los axones talamo-estriatales eYFP (+) en el estriado dorsal (Verde), una
interneurona LTS que expresan la proteina tdTomato en el estriado dorsal (Rojo), la
interneurona LTS registrada y marcada con biocitina y conjugada con Cy5 (Azul) y la
sobre posicion de las tres imagenes anteriormente sefaladas.

En el inciso B, se muestra la respuesta del voltaje de una interneuronas LTS al aplicar
pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes en el soma, estas neuronas exhibieron una
meseta despolarizantecon disparo repetitivo que persiste varios cientos de
milisegundos, incluso después de que el pulso de corriente finaliza (Trazos Negros,
inciso B, figura 22).

Después de estimular la corteza cerebral con un electrodo de campo (Trazo Azul) y
de estimular la via talamo-estriatal optogenéticamente (Trazo Naranja), la respuesta
sinaptica supraumbral fue prolongada y con disparo repetitivo sobre la meseta
despolarizante (inciso C, figura 22). También se observo el disparo de bajo umbral
caracteristico de estas neuronas activado sinapticamente (alrededor de -60 mV). En
el inserto de la esquina superior derecha se muestra el disparo de un potencial de
accion evocado al estimular optogenéticamente la via talamo-estriatal.

Con el objetivo de comparar las respuestas sinapticas al estimular el talamo o la
corteza en la misma interneurona LTS, se obtuvieron rebanadas horizontales de
ratones 5HT3a-Cre transfectados con tdTomato en el estriado dorsal. En estas
condiciones experimentales, observamos que tanto a niveles de despolarizacion
subumbral y umbral, las respuestas sinapticas se sobreponen (Inciso D, Figura 22).
Estos experimentos se realizaron a un potencial de mantenimiento de -60 mV y a -80

mV (Trazos superiores e inferiores). Con este protocolo se logré comparar las
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respuestas sinapticas al activar el componente de activacion de bajo umbral (-60 mV)
y sin activar el componente de activacion de bajo umbral (-80 mV). Note que las
respuestas sinapticas en ambos casos son muy similares (Inciso D, Figura 22)

Con las respuestas subumbrales obtenidas al estimular la corteza y el talamo, se
graficd la duracion a la amplitud media contra el tiempo al pico de la subida de la
respuesta sinaptica para detectar cualquier posible segregacion funcional de entradas
sinapticas (inciso E, figura 22). La comparacion de los tiempos de subida y la duracion
a la amplitud media de las respuestas sinapticas evocados desde la corteza y el
talamo, no mostraron diferencias significativas (Tabla 1), sin embargo se observé con
mayor frecuencia respuestas sinapticas de menor duracion a la amplitud media y de
tiempo de subida al pico rapido, al estimular la via tdlamo-estriatal. Lo que sugiere que
los contactos sinapticos provenientes del talamo en las LTS, podrian estar mas
cercanos al soma, respecto a los inputs corticales. Aun asi se obtuvo una correlacion
significativa entre estos parametros, por lo que no se descarta que ambos tipos de
entradas sinapticas también poseen contactos sinapticos que se distribuyen de
manera extensa a lo largo de la membrana somatodendritica (R?> = 0,634, P = 0,015).
De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento, se demuestra que tanto
las SPNs, como las interneuronas estriatales poseen una particular forma de
integracion sinaptica al compararlas entre las distintas clases de neuronas estriatales,
pero una respuesta sinaptica muy similar al comparar la respuesta sinaptica evocada
desde el talamo o corteza en la misma clase de neurona. Por lo tanto, se puede
considerar que la contribuciéon de las conductancias intrinsecas juega un papel

determinante en los procesos de integracion sinaptica.
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Figura 22. Comparacion de las respuestas sinapticas cortico-estriatal y talamo-estriatal sobre las
interneuronas LTS. A) De izquierda a derecha: imagenes de microscopia confocal de las terminales
talamo-estriatales ChR2-EYFP +, las interneuronas tdTomato 5HT3a-Cre + (rojo), la neurona LTS
registrada y marcada intracelularmente con biocitina reaccionada con estreptavidina-Cy5 (azul), la
cuarta imagen refiere a la sobreposicion de las 3 imagenes anteriores. B) Respuesta del voltaje de una
interneurona LTS, después de aplicar pulsos cuadrados despolarizantes e hiperpolarizantes de
corriente en el soma. En el trazo negro se ve reflejada la meseta sostenida despolarizante que estas
neuronas exhiben. C) Respuestas sinapticas supraumbrales de las LTS ante la estimulacion de campo
en la corteza cerebral (trazo azul) y la estimulacion optogenética de la via talamo-estriatal (trazo
naranja). En ambos casos, se obtuvieron respuestas prolongas de cientos de milisegundos, asi como
disparo repetitivo que muestra el componente de bajo umbral caracteristico de esta clase de neuronas.
D) Respuestas sinapticas subumbrales y de amplitud umbral evocadas desde la corteza (trazo azul) y
el tdlamo (trazo naranja), en la ultima columna se ilustra la sobreposicién de los registros. Note la
similitud de la trayectoria del voltaje. E) Distribucion de los valores obtenidos al medir el tiempo al pico
de la respuesta sinaptica, asi como la duracion a la amplitud media. Esta distribuciéon tuvo una
correlacion significativa (R? =0.634). Este analisis revela que ambas entradas glutamatérgicas se
distribuyen de forma cuasi-homogénea en la membrana somatodendritica de las LTS, ya que se puede
apreciar una cierta tendencia de proximidad al soma, respecto a los contactos sinapticos provenientes
del tédlamo.
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Por otra parte, hasta el momento se ha descrito que tanto las neuronas de proyeccion
(Vizcarra-Chacén et al., 2013), como las interneuronas (FS, ChAT y LTS) responden
ante la estimulacion de las aferentes corticales y talamicas, y dado que en todos los
casos las respuestas sinapticas duran cientos de milisegundos, es probable que la
actividad del microcircuito estriatal se refleje en el registro de actividad sinaptica en
distintos tiempos del registro electrofisioldgico después del estimulo evocado tanto en
la corteza como en el talamo.

Para corroborar esta hipétesis, se registrd la actividad sinaptica después de la
estimulacién glutamatérgica, con el fin de estudiar la posible accién polisinaptica del

microcircuito estriatal evocada por ambas aferentes.

8.12 Activacion polisinaptica del microcircuito estriatal

En esta serie de experimentos, se identificaron 'y caracterizaron
electrofisioldgicamente las interneuronas PV, ChAT y LTS, a través de registros en los
ratones transgénicos con marcadores moleculares para cada interneurona (PV-Cre,
ChAT-Cre y 5HTr3a-Cre).

En el inciso A de la figura 23 se ilustran las respuestas sinapticas de una FSI después
de un unico estimulo en la corteza cerebral por medio de un electrodo de campo. En
esta figura se muestran tres diferentes trazos electrofisioldgicos en respuesta a
estimulos de intensidad creciente (Distintos tonos de azul) el momento en el que se
dio el estimulo, se representa con una cabeza de flecha amarilla. La parte superior del
panel A corresponde a los registros realizados en la modalidad de fijacién de corriente,
mientras que los registros inferiores fueron realizados en fijacion de voltaje. Note que
ambos casos es posible observar la actividad polisinaptica evidenciada con la
presencia de varios picos 0 eventos sinapticos que acompanan al trazo
electrofisiolégico que se evoca al estimular las aferentes corticales y también al
estimular las aferentes talamicas con optogenética (Inciso B de la figura 23). Los
distintos tonos de naranja representan tres ejemplos diferentes de respuestas
sinapticas a estimulos de intensidades crecientes, la barra azul sobre el registro, indica

el momento en que se activé la aferente talamica. El registro en color rosa de la
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esquina superior derecha del panel B, muestra la caracterizacion electrofisiolégica de
una FSI

Los mismos experimentos se realizaron en la interneurona ChAT (+) representados
en los incisos C y D, asi como en las interneuronas LTS, representados en los inciso
E y F de la figura 23.

Noten que en los tres tipos de interneuronas es posibles observar la presencia de
actividad polisinaptica en respuesta a la activacién de las aferentes corticales y
taldmicas (Lorente de No et al., 1938).

68



Cortico-estriatal Thalamo-estriatal
Estimulo de campo
Laser 470 nm

M

T

82 mVv B TR
| 10mV — 20ms | 5mvVv — 20 ms
‘ / l VT e, e~ BOMY
| 20pA —— 20ms | 20pA —— 20ms
c D ~
< (et
M "“"‘**-»_65
75 mV I v | 5mv 50 ms
W 80 mV h\v/_’f*, I
| 20pA —— 20ms | 20pA —— 20ms
E F -
w
s 54
B7mV — e o T
-7Smv | 10mv  — 20ms ) | 10mMV —— 20ms
| 40pA 20ms | 20pA 20 ms

Figura 23. Participacién del circuito estriatal durante la activacion cortico-estriatal y talamo-estriatal. A
y B) Registros sinapticos de fijacion de corriente (trazos superiores) y fijacion de voltaje (trazos
inferiores) en respuesta a estimulos crecientes de la via cortico-estriatal (registros azules) y talamo-
estriatal (registros naranjas) en interneuronas FS. C y D) Actividad polisinaptica del microcircuito
estriatal en las interneuronas ChAT. E y F) Actividad polisinaptica del microcircuito estriatal en las
interneuronas LTS. Tanto la estimulacion cortical y talamica evocan respuestas sinapticas que se
acompafan de varios picos o eventos sinapticos que llegan a distintos tiempos de la respuesta
sindptica. Lo que evidencia la actividad polisinaptica del microcircuito estriatal en las interneuronas FS,
ChAT (Incisos Cy D) y LTS (Incisos E y F). La identidad de las interneuronas registradas, se corroboré
con la caracterizacion electrofisiolégica de cada clase neuronal, aplicando pulsos cuadrados
despolarizantes e hiperpolarizante en el soma de las neuronas en la modalidad de fijacién de corriente.
Los registros de cada clase de interneurona se muestran en la esquina superior derecha de los incisos
B,DyF.
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8.13 Distinta plasticidad de corto plazo de las aferentes cortico-
estriatales y talamo-estriatales

La pregunta que subyace a esta serie de experimentos es: ; Existe alguna diferencia
funcional entre las aferentes corticales y talamicas que inervan el estriado?. Con el
objetivo de estudiar las posibles diferencias funcionales de las aferentes talamicas se
realizé una serie de experimentos en los que se aplicaron trenes de 10 pulsos a 20 Hz
cada 10 segundos (0.1 Hz) con al menos 10 repeticiones en cada experimento, tanto
en las aferentes corticales como en las talamicas, al mismo tiempo que se realizaron
registros en la modalidad de fijacion de voltaje en las neuronas de proyeccion del
estriado para estudiar la dindmica de las corrientes sinapticas obtenidas.

Las corrientes postsinapticas excitatorias (EPSCs) que se evocaron en las SPN,
revelaron que la estimulacion talamica (esquema experimental en el inciso A, figura
24) provoca una dinamica de facilitacion de corto plazo (n= 13/20). En el inciso B
(figura 24), se ilustra el trazo en color naranja que representa el promedio del total de
las repeticiones del protocolo experimental, mientras que los trazos grises representan
las respuestas individuales e ilustran la variabilidad cuantica intrinseca de las EPSCs
evocadas durante los trenes de estimulacion. Al realizar este mismo protocolo en las
aferentes corticales (Inciso C, figura 24), se encontré una dinamica de depresién de
corto plazo (n= 17/22). En el inciso D (figura 24) se ilustra el trazo en color azul que
representa el promedio del total de las repeticiones del protocolo experimental,
mientras que los trazos grises representan las respuestas individuales e ilustra la
variabilidad cuantica intrinseca de las EPSCs evocada durante los trenes de
estimulacion.

A partir del analisis de la distribucion de la amplitud de las respuestas postisinapticas
con respecto al numero de pulsos del tren de 10 estimulos (inciso E, figura 24), se
observd que las aferentes corticales y talamicas poseen una dinamica distinta de
plasticidad de corto plazo. Los EPSCs evocados desde el tdlamo tienden a amentar
conforme van transcurriendo los pulsos del tren de 10 estimulos, mientras que los
corticales tienden a disminuir ante el mismo protocolo de estimulacion.

Cabe mencionar que al estimular la via talamo-estriatal, principalmente se evoca una
dinamica de facilitacion de corto plazo, sin embargo, también se registraron algunas

SPNs que exhibieron depresion de corto plazo (n=4/20). Asi mismo, se registraron
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algunas SPNs que presentaban una combinacién de facilitacion y depresion,
denominadas sinapsis bifasicas (n=3/20). Por otra parte, al estimular las aferentes
corticales también se encontraron sinapsis facilitadoras (n=3/22), asi como bifasicas
(n=2/22).
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, Registro 20 Hz 400
300 1
200 -
< 100
100 Al -
Electrodo de campo P g 0 n=13
£ 200 :
Plasticidad sinaptica Cortico-estriatal E' Cortico-estriatal
< 150 4
C  Etecirodo de campo D 20 Hz
, Registro 100 -
50 A
l 90 pA o L= 17
— 100 ms 1 2 3 45 6 7 8 9 10

No. estimulo

Figura 24. Distinta plasticidad de corto plazo de las aferentes cortico-estriatal y talamo-estriatal. Ay C)
Esquemas experimentales del sitio de estimulacién y de registro. B) Trazos representativos del tipo de
plasticidad de corto plazo de la via tdlamo-estriatal, el trazo naranja es el trazo promedio de todas la
repeticiones del estimulo, mientras que los trazos grises son los registros de cada repeticion. D) Trazos
representativos del tipo de plasticidad de corto plazo de la via cortico-estriatal, el trazo azul es el trazo
promedio de todas la repeticiones del estimulo, mientras que los trazos grises son los registros de cada
repeticion. E) Distribucidn de las respuestas obtenidas en toda la muestra de experimentos.

8.14 La estimulacion repetitiva de las aferentes corticales y talamicas
evocan una dinamica distinta de liberacion glutamatérgica en el estriado

De acuerdo con los antecedentes, las dos distintas aferentes glutamatérgicas del
estriado, se han relacionado con las diferentes funciones cognitivas y motoras
(Balleine et al., 2007; 2008; Ding et al., 2010; Thorn et al., 2010; Galvan et al., 2011).
Para estudiar si se puede evidenciar alguna diferencia funcional entre las dos

aferentes glutamatérgicas del estriado, comparamos las respuestas sinapticas
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evocadas desde la corteza y el talamo ante un protocolo de estimulacion repetitiva de
4 pulsos a 20 Hz cada 10 segundos (0.1 Hz). Al emplear estos protocolos
experimentales, se encontré que la estimulacion repetitiva de las aferentes corticales
mostré un decremento en la amplitud de la respuesta sinaptica que evoco el ultimo
pulso respecto al primero del tren de 4 estimulos (Inciso A, figura 25), asi como una
respuesta sinaptica que no disminuyo ni aumenté su amplitud promedio conforme se
repitid el protocolo de estimulacion (al menos 10 repeticiones) Ver la sobreposicion de
los trazos obtenidos (Inciso B, Fig. 25), en la primera repeticién (Trazo Azul claro),
respecto a la ultima repeticidén (Trazo Azul marino),

Por otra parte, se encontré que la estimulacion repetitiva de las aferentes talamicas
mostré un incremento del ultimo pulso con respecto al primero del tren de 4 pulsos
(Inciso C, figura 25), asi como una respuesta que aumentd su amplitud promedio de
la primera repeticion (Trazo amarillo) del tren de estimulos con respecto al ultimo que
se ilustra en tono naranja (Inciso B, figura 25). Este incremento fue tan grande, que
logro evocar una respuesta supraumbral con disparo repetitivo en las SPNs. Cabe
mencionar que en estos protocolos de estimulacidn no vario la intensidad del estimulo.
El fendbmeno observado, se confirmd en neuronas identificadas como dSPNs, iSPNs,
asi como en las interneuronas estriatales (FS, ChAT, LTS). La diferencia funcional
entre las aferentes corticales y talamicas, puede deberse a distintas propiedades de
la dinamica de liberacién de neurotransmisor de las aferentes talamicas con respecto
a las corticales, ya que el incremento de la respuesta sinaptica nunca se observo al
estimular las aferentes corticales. Es probable que el incremento de la respuesta
sinaptica, sea un fendmeno exclusivo de las aferentes talamicas que inervan el
estriado. Cabe mencionar que el fenbmeno sigue ocurriendo, en rebanadas a las que
se les secciond la corteza cerebral (rebanadas decorticadas). Ver figura suplementaria
2.
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Figura 25. Distinta respuesta sinaptica de las aferentes cortico-estriatal y talamo-estriatal ante la
estimulacion repetitiva. A) Respuesta sinaptica a la estimulacion de un tren de 4 pulsos en la corteza
cerebral. Los numeros a la izquierda de los registros indican el nimero de repeticiones del mismo
estimulo. B) Comparacion de la respuesta de la primera repeticion con respecto a la tltima (del inciso
A); no se observan grandes diferencias. C) Respuesta sinaptica a la estimulacion de un tren de 4 pulsos
en el tdlamo. Los nimeros a la izquierda de los registros indican el numero de repeticiones del mismo
estimulo. D) Comparacion de la respuesta de la primera repeticion respecto a la ultima (del inciso C);
se observa un incremento significativo de la amplitud de la respuesta.
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9 DISCUSION

En el presente proyecto doctoral, se estudiaron las respuestas sinapticas subumbrales
y supraumbrales de las neuronas de proyeccion e interneuronas estriatales al
estimular las aferentes corticales y talamicas. Asi como las propiedades pasivas e
intrinsecas de las neuronas estriatales bajo las mismas condiciones experimentales.
Las neuronas se registraron en diferentes cepas de ratones dentro de un amplio rango
de edad. En estas condiciones, encontramos que las respuestas sinapticas al
estimular la corteza y el talamo fueron indistinguibles entre las diversas cepas
estudiadas, sin embargo, cada tipo neuronal presenté una forma particular de
integracion sinaptica al estimular las aferentes glutamatérgicas.

Estos resultados sugieren que no hay inervacién preferente del talamo o la corteza
sobre las clases de neuronas estriatales estudiadas. Incluso los analisis que se
realizaron para estudiar la distancia electrotonica de las sinapsis corticales y talamicas
a lo largo de la distribucidon somatodendritica resultaron muy similares en todas las
clases de neuronas, estos resultados son congruentes con reportes anatomicos
publicados previamente (Dube et al., 1988; Sidibé et al., 1999; Doig et al., 2010;
Huerta-Ocampo et al., 2014)

Cabe mencionar que ésta es la primera investigacion que muestra la respuesta
sinaptica supraumbral al estimular el tdlamo en condiciones in vitro, tanto en las
neuronas de proyeccion, como en las interneuronas estriatales. Este trabajo, también
representa la primera evidencia de que la interneurona LTS es parte de la activacion
del circuito talamo-estriatal y cortico-estriatal (Ibafnez-Sandoval et al., 2011). Por otra
parte, se demostrd que al activar las aferentes corticales o talamicas, se ve reflejada
la actividad del microcircuito estriatal en la actividad polisinaptica (Lorente de No, et
al., 1938) que precede al estimulo, tanto en las neuronas de proyecciéon (Vizcarra-
Chacén et al., 2013) como en las intenreuronas (FS, ChAT y LTS).
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9.1 Propiedades intrinsecas de las neuronas estriatales

Una manera de estimar si estamos estudiando clases de neuronas estriatales
similares, es comparar los parametros de las propiedades pasivas y activas obtenidos
en nuestras condiciones experimentales, con los resultados reportados por otros
grupos de investigacion. Por lo tanto, en el presente trabajo, se realizé la comparacion
de las mediciones electrofisioldgicas de las neuronas estriatales en diferentes cepas
de animales silvestres, asi como de animales con modificaciones genéticas.

En cualquier caso, independientemente de los valores obtenidos que pudieran variar
en funcion de la edad o las condiciones experimentales, se espera que los parametros
estimados entre las distintas clases de neuronas basadas en sus propiedades
intrinsecas, se mantengan. Por ejemplo el potencial de membrana o la frecuencia de
disparo.

En nuestras condiciones experimentales (Ver métodos) y en el rango de edad en el
que se desarroll6 este proyecto (PN: 21-60 dias), se encontré que las dSPNs, iSPNs
y las FSI tuvieron el potencial de membrana en reposo mas polarizado (< -80 mV) con
respecto a las ChAT + y a las LTS (Kawaguchi et al., 1995; Koos & Tepper 1999;
Tepper et al., 2010; Beatty et al., 2015; Saunders et al., 2016). Por otra parte las
ChAT+ y las LTS, exhibieron disparo espontaneo, mientras que las FSI alcanzaron la
frecuencia de disparo mas alta en respuesta a la estimulacién somatica con pulsos de
corriente (Kawaguchi et al., 1995; Beatty et al., 2015). Sin embargo, las LTS fueron
las que tuvieron los valores de resistencia de entrada mas altos (= 650 MQ) y el valor
promedio de constante de decaimiento membranal tm (ms) mas lento (61.4 ms).

En el presente proyecto se planted la hipdtesis de que las propiedades intrinsecas de
las neuronas estriatales podrian estar ejerciendo una influencia importante en la
naturaleza de la integracion sinaptica, tanto en la estimulacion de las aferentes
glutamatérgicas de la corteza cerebral, como del talamo. Por ejemplo la constante de
decaimiento membranal tm (ms), medido al dar un pulso cuadrado en el soma de las
iISPNs, fue mas rapida que las de las dSPNs (12 £ 22 ms VS 15 £ 2.1 ms,
respectivamente). Esta distinta repolarizacion de la membrana se vio reflejada en la
repolarizaciéon de las respuestas sinapticas al estimular diversas areas corticales o el

talamo, siendo que la duracion a la amplitud media de las iISPNs también fue mas
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rapida con respecto a las dSPNs (33 £ 4.3 ms VS 59 £ 7.8 ms, respectivamente). Esta
relacion entre las mediciones somaticas y sinapticas también fue consistente entre las
interneruonas del estriado. (Ver Tabla 1).

A pesar de que se estimuld la corteza temporal, parietal y frontal, la respuesta
sinaptica supraumbral resulté con las mismas caracteristicas descritas en las dSPN e
iSPNs (Flores-Barrera et al., 2010; Vizcarra-Chacén et al., 2013); incluso, al estimular
una distinta fuente de glutamato (aferentes talamicas), se preservo integra la forma
particular de la respuesta sinaptica en las SPNs. Esta hipotesis, se hizo mas robusta
al constatar que la respuesta sinaptica de las tres clases de interneuronas estudiadas
fue diferente, pero estrechamente similar al comparar las respuestas sinapticas en la
misma clase de interneurona al estimular las aferentes corticales y talamicas.

En el presente proyecto se evidencid que la participacion de las conductancias de
potasio dependientes de calcio tipo BK y SK, son fundamentales para entender la
diferente integracion sinaptica que las dSPNs y las iSPNs exhiben al recibir
comunicacion sinaptica de la corteza o el talamo. En el caso particular de las dSPN,
las Kca?* tuvieron una activacion paulatina y sostenida durante la respuesta sinaptica
supraumbral, mientras que en las iSPN y las Kca?* tuvieron una activacién cuasi-
instantanea y transitoria durante la respuesta sinaptica supraumbral (Arias-Garcia et
al., 2013).

Esta activacion distinta de las conductancias intrinsecas podria ser el reflejo de los
distintos mecanismos que cada tipo celular posee para incorporar la participacion de
estas conductancias en la integracion sinaptica, tales como, distintas fuentes de calcio
para la activacion de los canales, o subtipos de Kca?* con distinta sensibilidad al calcio,
o bien una distinta participacion de calcio en las dendritas entre las SPNs durante los
procesos sinapticos que faciliten o no la activacion de los Kca?* (Pineda et al., 1992;
Vilchis et al., 2000, 2002; Carter & Sabatini, 2004; Day et al 2008; Fakler & Adelman
2008; Flores-Barrera et al., 2010). Por otra parte la participacion GABAérgica en la
integracion sinaptica supraumbral de las SPNs posee una contribucion distinta entre
las SPNs (Flores-Barrera et al., 2010), sin embargo éste fendmeno también se debe
a diferencias en la excitabilidad dendritica que existe entre las dSPN e iSPN (Suarez-

Rodriguez et al., 2016, en preparacion).
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Los resultados descritos previamente robustecen la hipotesis de que las propiedades
intrinsecas de las distintas clases de neuronas estriatales determinan la forma en que
estas integran las respuestas sinapticas. Cabe mencionar, que otros grupos de
investigacion han descrito resultados similares en diversos nucleos del cerebro (Cai
et al., 2004; Bond et al., 2005; Faber et al., 2007; Benhassine et al., 2009; Kohashi, et
al., 2014).

9.2 Comunicacion sinaptica de las neuronas estriatales estudiadas

El estriado recibe aferentes de diversas areas de la corteza cerebral. Sin embrago, se
ha demostrado una mayor contribucién de la corteza pre-frontal, motora, sensorial y
de asociacion (Selemon et al., 1985; Haber et al., 2000. Postuma et al., 2006, Pan et
al.,, 2010; Wall et al., 2012). Por otra parte, estudios anatomicos y algunos
electrofisioldgicos han descrito las aferentes talamicas que inervan el estriado (Dube
et al., 1988; Deschenes et al., 1996; Thomas et al., 2000; Ding et al., 2008; Doig et al.,
2010; Wall et al., 2013),

Anteriormente, se habia demostrado que un solo estimulo en la corteza cerebral tiene
la fuerza suficiente para evocar respuestas polisinapticas prolongadas de varios
cientos de milisegundos con disparo repetitivo en las dSPNs, iSPN y las interneuronas
FS, ChAT y LTS (Bargas et al., 1991; Kita 1996; Vergara et al., 2003; Tseng et al.,
2007; Flores-Barrera et al., 2010; Vizcarra-Chacon et al., 2013; Arias-Garcia et al.,
2013; Pérez-Ramirez et al., 2015). Estas respuestas poseen la contribucion de
diversos receptores glutamatérgicos (NMDA, AMPA y KA), GABAérgicos, asi como la
participacion de distintos receptores modulatorios como los dopaminérgicos o
colinérgicos, al igual que conductancias intrinsecas activadas por voltaje u otros iones
como los Kca?* (Flores-Barrera et al., 2010; 2011; Vizcarra-Chacon et al., 2013; Arias-
Garcia et al., 2013; Pérez-Ramirez et al., 2015).

El presente trabajo extiende este punto de vista y muestra que las respuestas
polisinapticas supraumbrales prolongadas con disparo repetitivo, también se pueden
evocar al estimular la via talamo-estriatal. De hecho, estas respuestas sinapticas
fueron indistinguibles con las obtenidas al estimular la corteza cerebral o bien al
estimular el talamo en rebanadas decorticadas. Incluso, la diferencia entre las

respuestas sinapticas al comparar las dPSN e iSPN al activar la corteza, se mantienen
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intactas después de la estimulacion del talamo, lo que sugiere, que la activacion del
talamo evoca una activacidn convergente y polisinaptica de los axones talamicos
sobre las neuronas de proyeccion e interneuronas, e indica una actividad sincrénica
del microcircuito estriatal. Esta ultima hipotesis es susceptible de futuras
investigaciones en materia de circuitos neuronales (Vergara et al., 2003; Carrillo-Reid
et al., 2008, 2009; 2011; Pérez-Ortega et al., 2016).

Por otra parte, también se describié en este proyecto que la activacion optogenética
de las aferentes talamicas evoco una respuesta supraumbral en las interneuronas FS,
ChAT y LTS. Una vez mas, la respuesta caracteristica de cada clase de neuronas fue
independiente de su origen de activacién. Sin embargo, algunos reportes en la
literatura han postulado que las aferentes corticales y talamicas tienen una inervacion
preferente respecto a las interneuronas del estriado. En este sentido se ha propuesto
que las FSI estan preferentemente inervadas por las aferentes corticales (Tepper et
al., 2004; Plotkin et al., 2005), mientras que las las interneuronas ChAT +, estan
preferentemente inervadas por las aferentes talamicas (Ding et al., 2010; Smith et al.,
2004; 2009; 2011; 2014). Sin embargo, también hay reportes anatomicos y
electrofisioldgicos que refieren a que las interneuronas FS y ChAT+ reciben contactos
sinapticos de ambas aferencias (Sidibe & Smith 1999; Rudkin et al., 1999; Sciamanna
et al., 2015). Es importante mencionar que en relacién a las interneuronas LTS, se
han publicado pocos estudios sobre su inervacion glutamatérgica cortico-estriatal y
ninguno de su inervacion talamo-estriatal (Ibafiez-Sandoval et al., 2011; Vizcarra-
Chacén et al., 2013). En este trabajo, se evidencioé que tanto las aferentes corticales
y taldmicas establecen contactos sinapticos funcionales sobre las interneuronas FS,
ChAT y LTS. Estas conexiones sinapticas se ven reflejadas en la actividad
polisinaptica que subyace a la activacién del circuito estriatal. Lo anterior resulta de
suma importancia debido a las distintas funciones cognitivas y motoras a las que estas
vias glutamatérgicas estan relacionadas. Por lo tanto, resulta interesante estudiar la
dinamica del microcircuito estriatal al activar una aferente glutamatérgica en particular.
Con base en los resultados experimentales obtenidos en este proyecto, se propone
un modelo de conexion sinaptica de las aferentes corticales y talamicas que inervan

al estriado que incluye la conexion glutamatérgica de ambas aferentes con las
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neuronas de proyeccion de la via directa (dSPNs), neuronas de proyeccién de la via
indirecta (iISPNs), interneurona colinérgica (ChAT), interneurona de bajo umbral de
disparo (LTS), asi como la interneurona Fast Spiking (FSI), (Lapper et al., 1992; Ding
et al., 2010; Sciamanna et al., 2015) ver figura 26.

Corteza cerebral

LTS

Figura 26. Inervacion cortical y talamica de las neuronas estriatales. En el esquema se ilustra que tanto
las aferentes corticales, como las talamicas establecen sinapsis con las neuronas estriatales neuronas
de proyeccion de la via directa (dSPNs), neuronas de proyeccion de la via indirecta (iSPNs),
Interneurona colinérgica (ChAT), interneurona de bajo umbral de disparo (LTS), asi como la
interneurona fast spiking (FSI).

9.3 Distribucion de los contactos sinapticos de las aferentes
corticales y taldmicas en las neuronas estriatales

Algunos estudios anatomicos han sugerido que los contactos sinapticos corticales y
talamicos sobre las SPNs poseen alguna inervacion preferente sobre regiones
especificas del arbol, espinas o troncos dendriticos (Raju et al., 2006; Smith et al.,
2009; 2011; 2014), Por otra parte, también se ha reportado que los contactos
sinapticos corticales y talamicos poseen caracteristicas similares en las SPNs (Doig

et al 2010; Huerta-Ocampo et al., 2014). Sin embargo, solo algunos estudios han
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comparado las propiedades electrofisiolégicas de las respuestas sinapticas cortico-
estriatales y talamostriatal (Smeal et al., 2007; Ding et al., 2008) y hasta la fecha
ninguno ha comparado la distribucion de las entradas sinapticas a diferentes
distancias electroténicas con respecto al soma de las SPNs y mucho menos de las
intenreuronas estriatales. Cabe mencionar, que el tiempo de subida al pico de la
respuesta sinaptica y la duracién a la amplitud media son funciones que varian en
relacion a la distancia electrotonica (Rall 1967, 1992). Los resultados del presente
proyecto, no reflejaron diferencias significativas entre estos parametros cuando se
evocan respuestas sinapticas al activar la corteza o el talamo en la mayoria de las
distintas clases de neuronas que se estudiaron. Ademas, se obtuvieron correlaciones
significativas entre estos parametros, o que sugiere que las entradas sinapticas de
ambas fuentes glutamatérgicas, se distribuyen y superponen a distancias similares
con respecto al soma de las neuronas registradas (Munson y Sypert, 1979), por lo
tanto, no hay una prevalencia de las entradas sinapticas de cualquier origen
glutamatérgico, con una posible excepcion de las neuronas LTS, quienes presentaron
una cierta tendencia de proximidad de las aferentes talamicas con respecto a las

corticales.

9.4 Relevancia funcional

Dado que los resultados obtenidos en las propiedades intrinsecas de las neuronas
estudiadas, fueron consistentes a pesar de utilizar distintos animales transgénicos con
diversos marcadores moleculares, se infiere que los microcircuitos neuronales nativos
se conservan y por lo tanto, las conexiones sinapticas descritas en este proyecto se
podrian generalizar a otras clases de animales transgénicos que en esta investigacion
no se contemplaron. Lo anterior resulta relevante toda vez que los estudios en
neurociencias que persiguen conocer la naturaleza del funcionamiento del cerebro en
condiciones normales y patoldgicas, se realizan en distintas cepas de animales sin
haber considerado el estudio comparativo entre cepas de animales utilizados, tal como
se realizé en este proyecto doctoral (Lopez-Huerta et al., 2013; Perk et al., 2015;
Pérez-Ortega et al., 2016).

Otra hipdtesis relacionada, sujeta a experimentaciéon es el tipo de modulacion

sinaptica que estas vias glutamatérgicas pudieran tener en el estriado, dado que este
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nucleo es participe de diversos moduladores tales como la Dopamina, Acetilcolina,
Somatostatina, etc.

Funcionalmente la via cortico-estriatal esta relacionada con la realizacion de las tareas
voluntarias o habituales dirigidas a alcanzar metas (Balleine et al., 2007, 2008;
Feingold et al., 2016), mientras que la via talamo-estriatal se ha propuesto como el
“switch” entre las conductas dirigidas por la corteza cerebral y los cambios en la

conducta motora provocados por las vias sensoriales provenientes de estimulos del
medio ambiente (Matsumoto et al., 2001; Minamimoto et al., 2005; Kimura et al., 2004,

2005; Galvan et al., 2011). Sin embargo, en la literatura no se habia reportado una
respuesta sinaptica supraumbral evocada al activar la via talamo-estriatal, lo cual es
de suma importancia, dado que, si el comando sinaptico talamo-estriatal no evoca
potenciales de accion, los nucleos de salida de los Ganglios Basales no se verian
influenciados y por tanto la conducta motora podria no verse modificada.

Por otra parte, al estudiar la plasticidad de corto plazo de las aferentes corticales y
talamicas se observd que las terminales talamo-estriatales mostraron facilitacion,
mientras que las cortico-estriatales se deprimieron conforme transcurrié el tren de
estimulos. Lo que implica que la activacion sostenida de las aferentes talamicas
poseen mayor probabilidad de evocar potenciales de accion en las neuronas
estriatales que las aferentes corticales. Cabe mencionar que las terminales sinapticas
talamo-estriatales carecen del receptor CB1, lo cual podria ayudar a que la dinamica
de corto plazo presente facilitacion en vez de depresion (Wu et al., 2015). Lo anterior,
podria ser el correlato neurofisiolégico del “switch” entre las conductas dirigidas por
la corteza cerebral y los cambios en la conducta motora provocados por los estimulos
salientes del ambiente que el tadlamo codifica (Matsumoto et al., 2001; Minamimoto et
al., 2005; Kimura et al., 2004,2005; Ding et al., 2010; Thorn et al., 2010; Galvan et al.,
2011), ver figura 27. Otra evidencia experimental que apoya esta hipétesis de trabajo,
es que al estimular repetitivamente la via talamo-estriatal, se observé un incremento
en la amplitud de la respuesta postsinaptica de las SPNs, que incluso fue capaz de
evocar potenciales de accion. Cabe mencionar que al aplicar el mismo estimulo en las
aferentes corticales, no logramos evocar un efecto similar, sugiriendo que es un

mecanismo exclusivo de las aferentes talamicas.
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Cambio de conducta motora

Figura 27. Conductas relacionadas a la via cortico-estriatal y talamo-estriatal. La via cortico-estriatal
lleva a cabo conductas dirigidas a metas, mientras que la via tdlamo-estriatal realiza el cambio de
conductas motoras que la corteza comandaba en funcién de los estimulos salientes ambientales.
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10 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

9)

6)

7)

8)

Las SPNs e interneuronas del estriado establecen comunicacién sinaptica

con las aferentes glutamatergicas corticales y talamicas.

Los contactos sinapticos cortico-estriatales y talamo-estriatales, se
distribuyen de forma homogénea en el arbol dendritico de las SPNs y las
interneuronas FS, ChAT y LTS.

Las SPNs y las interneuronas FS, ChAT y LTS, exhibieron una respuesta
polisinaptica supraumbral de varios cientos de milisegundos al activar la via

cortico-estriatal y talamo-estriatal.

La forma de la respuesta sinaptica esta determinada por las propiedades

intrinsecas de las SPNs y las interneuronas FS, ChAT y LTS.

Los Kca?* determinan la duracion y la forma de la respuesta sinaptica

cortico-estriatal de las SPNs.

Las terminales sinapticas talamo-estriatales poseen una dinamica de

facilitacion de corto plazo

Las terminales sinapticas cortico-estriatales poseen una dinamica de

depresion de corto plazo -

La estimulacién repetitiva de las aferentes glutamatérgicas del estriado,

revelo un incremento de la respuesta sinaptica talamo-estriatal.

83



11 FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura suplementaria 1. Trazado y activacion optogenética de la via Cotico-estriatal. A) reconstruccion
serial de una rebanada sagital donde se aprecia la inyeccion del virus adeno-asociado CamKII-ChR2-
eYFP en la corteza motora primaria (M1) de un ratén A2A-Cre. B y C) respuesta del voltaje (trazos
superiores) ante la aplicaciéon de pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes en el soma (trazos
inferiores) de una dSPN e iSPN respectivamente. D y E) respuesta sinaptica supraumbral de una dSPN
e iSPN obtenida al activar la corteza motora con estimulaciéon optogenética. La imagen confocal del
inciso E, corresponde a una iSPN A2A-tdTomato (+) marcada intracelularmente con biocitina y
acoplada al fluoréforo CY5 (Azul) con axones positivos a eYFP-ChR2 de fondo, que descienden de la
corteza cerebral.

84



B SPN

-85 mV

Rebanada decorticada 15 mVv | 300 ms

D 1°
c HMP*MM

] BN\ N,

] AN
3 l !\{\/\M,
14 ——sa 100 ms | 2mv
0 v T v T r 1 y
0 1 2 3 4 5 6 [\{\ (k_“
Minutos o

Figura suplementaria 2. Incremento de la respuesta sinaptica talamo-estriatal en rebanada
decorticada. A) Esquema experimental de la rebanada decorticada, asi como la estimulaciéon de las
aferentes talamicas y el registro en el estriado dorsal. B) Caracterizacion electrofisiolégica de la SPN
registrada. C) Amplitud creciente de la respuesta sinaptica de una SPN ante la estimulacion repetitiva
de la via talamo-estriatal, en una rebanada decorticada. Note que el incremento en la respuesta
sinaptica esta en funcién del tiempo que trascurre la estimulacion repetitiva. D) trazos representativos
del incremento de la respuesta sinaptica a distintos minutos en presencia de la estimulacion repetitiva
de la via talamo-estriatal.
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