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RESUMEN

Los ganglios basales (BG) integran informacién proveniente de la corteza y el talamo a través
de dos vias, la directa e indirecta y proyectan al principal nucleo de salida de los BG, la
sustancia nigra pars reticulata (SNr). Se sabe que la SNr tiene la mayor expresion del receptor
a cannabinoides tipo 1 (CB1R), por lo tanto, la convergencia de ambas vias en la SNr hace
que este nucleo sea ideal para estudiar las interacciones entre ambas vias, asi como su
modulacidon cannabinérgica. Nuestro objetivo fue caracterizar la actividad de la via
directa/indirecta en la SNr y evaluar el efecto de la activacion del RCB1 en su modulacion.
Para esto, registramos la actividad neuronal multiunitaria con arreglos de multielectrodos de
alta densidad en ratas anestesiadas con uretano, donde se registraron las respuestas
evocadas por la estimulacion somatosensorial y Optica-especifica de cada via en la actividad
neuronal de la SNr, bajo administraciones sistémicas del agonista del RCB1 CP55940 (i.p.).
La estimulacidbn somatosensorial de las extremidades anteriores produjo respuestas
complejas caracterizadas por inactivaciones y activaciones transitorias que reflejan el
reclutamiento de las vias directa e indirecta, y dosis diferenciales del agonista CB1 revelaron
una clara disminucion en el componente de la via directa. Como resultado, el agonista
CP55940 produjo un desbalance entre la actividad de la via directa-indirecta y favorecio el
aumento de las tasas de disparo ante la estimulacion somatosensorial, lo que sugiere un

posible mecanismo para los efectos motores producidos por los cannabinoides.



ABSTRACT

The basal ganglia (BG) integrate information from the cortex and the thalamus through the
direct and indirect pathways, which project into the main output nucleus of BG, the substantia
nigra pars reticulata (SNr). The SNr is known to have the highest expression of the receptor
to cannabinoids type 1 (CB1R), therefore the convergence of both pathways in the SNr makes
it ideal to study both, direct-indirect interactions as well as cannabinergic modulations. Our
objective was to characterize the activity of direct/indirect pathways on the SNr and to evaluate
the participation of the CB1R in its modulation. To this aim, we recorded multiunit activity with
high-density multielectrode arrays in urethane anesthetized rats, where somatosensory and
pathway-specific representations were recorded in the SNr under systemic administrations of
CP55940 (i.p.). Somatosensory stimulation of the forelimbs produced complex responses
characterized by transient inactivations and activations that reflected the recruitment of both,
direct and indirect pathways, and differential doses of the CB1R agonist revealed a clear
decrease in the direct pathway component. As a result, unbalanced direct-indirect pathway
activity increased firing rates by somatosensory stimulation, suggesting a potential locus for
cannabinergic motor-related effects.



INTRODUCCION

El cerebro humano identifica su entorno, asi como su posicion espacial y lleva a cabo
acciones en formas que hasta el momento ninguna maquina ha podido acercarse, esto
requiere de acciones coordinadas entre los sistemas sensoriales y motores (Zador, 2019). La
simple accién de patear un balon implica que la informacion de la superficie del cuerpo
asciende a través de los relevos sensoriales del sistema nervioso a la corteza cerebral y se
transforme en comandos motores que desciendan a la médula espinal para ejecutar los
movimientos futuros. Estas conductas complejas, requieren la accion integrada de varios
nucleos y regiones corticales. Asi, la informacion sobre un estimulo se dirige centralmente a
través de una sucesion de regiones subcorticales y luego corticales y en cada nivel de
procesamiento, la informacién se vuelve cada vez mas compleja. Ademas, diferentes tipos
de informacion, incluso dentro de una Unica modalidad sensorial, se procesan en varias vias

anatémicamente discretas.

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de nucleos subcorticales interconectados
entre si, que integran la actividad de la corteza y el talamo en una conducta dirigida, crucial
para multiples funciones. Entre ellas, el aprendizaje motor, la formacién de habitos, el

procesamiento sensorial y la seleccion de acciones (Gerfen & Bolam, 2016).

El procesamiento de la informacién en los ganglios basales, ocurre a través de dos vias
(directa e indirecta) que convergen en los nucleos de salida, y que son indispensables para
la ejecucion del movimiento. La sustancia nigra pars reticulata (SNr) es el principal nicleo de
salida de los GB, sus neuronas proyectan a los ndcleos del tAlamo ventral y el mesencéfalo
dorsal, sintetizan y liberan GABA tonicamente para producir una inhibicién sobre sus nucleos
objetivo (Hikosaka, 2007).

Por otro lado, se sabe que la actividad de la SNr puede ser modulada por la participacion
del sistema endocannabinoide, ya que en este existe una alta expresion del receptor a
cannabinoides de tipo 1 (RCB1) (Mailleux & Vanderhaeghen, 1992). El CB1 es un receptor
metabotrdpico que se encuentra principalmente en las presinapsis y que, tras su activacion
mediante el acople a una proteina G inhibitoria, disminuye la liberacion de neurotransmisor.
Ademas, se ha observado que la administracién sistémica de cannabinoides produce efectos
motores bifasicos (Katsidoni, Kastellakis, & Panagis, 2013), especificamente con dosis bajas
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(0.1mg/Kg de THC) se produce hiperactividad mientras que con dosis altas (1mg/Kg)
hipoactividad, lo cual podria deberse a la activaciéon del RCB1 en diferentes sistemas de
neurotransmision, ya que se ha demostrado que en la SNr, la activacion del RCB1 en las
terminales del nucleo subtalamico disminuye la liberacion de glutamato (Szabo, Wallmichrath,
Mathonia, & Pfreundtner, 2000), mientras que la activacién del RCB1 en las terminales del
estriado disminuye la liberacién de GABA (Wallmichrath & Szabo, 2002).

Debido a los relevos en el circuito de los GB y su confluencia en la SNr, el acople entre
la activacion de la via directa e indirecta, asi como su modulacion por parte del sistema
cannabinérgico, son esenciales para producir una respuesta coordinada. Sin embargo, como
es que la SNr integra la informacion, sigue siendo un enigma. Por lo que, en el presente
trabajo mediante manipulaciones optogenéticas y farmacoldgicas estudiamos los
mecanismos de integracion de ambas vias en la actividad neuronal de la SNr y evaluamos

los efectos de la activacion del sistema cannabinérgico.

ANTECEDENTES

Los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nucleos subcorticales que se encuentran
interconectados en una serie de circuitos en paralelo (Albin, Young, & Penney, 1989). Estas
conexiones actlan mediante la integracion, el procesamiento y la conduccién de la
informacion proveniente de las cortezas y el tdlamo para su participacion en procesos
motores, cognitivos y emocionales (Obeso & Lanciego, 2011). Los mecanismos especificos
por los cuales el movimiento esta controlado por la actividad de los GB siguen sin estar claros,
sin embargo, actualmente se han planteado varias hipétesis, entre ellas, la seleccion y
supresion de acciones, el control de la escala de movimiento, la correccién de errores
motores en linea, el aprendizaje motor y la retencion de habilidades motoras naturales o bien

aprendidas (Turner & Desmurget, 2010).



El circuito de los GB esta conformado por el nicleo caudado y el putamen, en roedores
estas estructuras no se encuentran diferenciadas y reciben el nombre de estriado; el globo
palido constituido por un segmento interno (GPi) y otro externo (GPe); el nucleo subtalamico
(Sth), y la sustancia nigra, en la cual se distinguen dos subnlcleos, la sustancia nigra pars

compacta (SNc) y la sustancia nigra pars reticulata (Groenewegen, 2003).

El estriado constituye el principal nicleo de entrada al circuito de los ganglios basales, y
a su vez el GPi y la SNr representan los principales ndcleos de salida de los GB, formando
un circuito que proyecta la informacién procesada hacia el tdlamo y posteriormente a la
corteza cerebral (Obeso & Lanciego, 2011).

Sistemas de proyeccion estriatal: via directa e indirecta

El estriado est4 conformado principalmente por las neuronas espinosas medianas (NEM)
hasta en un 95%, que reciben ese nombre debido a sus caracteristicas morfolégicas, ya que
tienen un cuerpo celular con un diametro de 12 a 20 um, moderadamente ramificado y
densamente lleno de espinas dendriticas, se distribuyen de manera homogénea y son
neuronas de proyeccidon. Las aferencias de la corteza al estriado forman conexiones
principalmente con las NEM, por lo que estas neuronas son consideradas el principal objetivo
de entrada y la mayor proyeccion del estriado. Todas las NEM son neuronas inhibitorias que
utiizan GABA como neurotransmisor, sin embargo, se diferencian en dos poblaciones
importantes de acuerdo con sus nucleos objetivo y a diferentes fenotipos, los cuales se

describiran mas adelante (Gerfen & Bolam, 2016).

La poblacion restante (5%) del estriado son interneuronas, las cuales establecen
importantes contactos sinapticos con las NEM y se clasifican de acuerdo con su
neuroquimica y morfologia. Un grupo importante de neuronas se caracterizan por tener
cuerpos celulares de gran tamafio (40 um) y dendritas largas (Bolam, Wainer, & Smith, 1984),
utilizan a la acetilcolina como neurotransmisor y electrofisiologicamente tienen un patron de
disparo continuo y constante, por lo que también se les conoce como neuronas toénicamente
activas (TAN). Otra poblacion primordial son las interneuronas GABAérgicas, que ademas
expresan a la proteina de union a calcio parvalbumina, y son consideradas neuronas de
disparo rapido (FSI, por sus siglas en inglés) debido a sus caracteristicas neurofisiologicas,

como tener un potencial de reposo hiperpolarizado, potenciales de accidén con corta duracion,



y disparos abruptos y repetitivos (Gerfen & Bolam, 2016). Tanto las TAN como FSI modulan
la excitabilidad de las neuronas de proyeccion estriatal, las primeras a través de la inhibicion
presinaptica de las entradas glutamatérgicas provenientes de la corteza, y las segundas
mediante la estimulacién que reciben de las neuronas piramidales corticales, que a su vez
produce una inhibicion sobre las NEM, por lo que en conjunto forman un complejo

microcircuito intraestriatal (Obeso & Lanciego, 2011).

Entre el estriado y los nucleos de salida existen dos sistemas de proyeccion
GABAérgicos, que surgen de dos poblaciones neuronales diferentes. El primero es la
denominada via directa, la cual se origina de las neuronas espinosas medianas que
proyectan principalmente al GPi 0 ala SNr (nucleos de salida) con algunos axones colaterales
al GPe (Figura 1 A, neurona azul), expresan predominantemente al receptor dopaminérgico
D1, ademés de sustancia P y dinorfina como neuromoduladores (Figura 1 B, azul). Las
neuronas que dan lugar al segundo sistema de proyeccion, expresan al receptor
dopaminérgico D2, de adenosina AA y co-localizan con encefalina (Figura 1B). Estas
neuronas no proyectan sus terminales mas alla del GPe (Figura 1 A, neurona anaranjado),
por lo que se denomina la via indirecta, ya que después de hacer contacto con el GPe en un
primer relevo, éste envia sus eferencias GABAérgicas al nucleo subtalamico (Sth, segundo
relevo), el cual, finalmente envia sus proyecciones glutamatérgicas a los nucleos de salida
(Gerfen & Bolam, 2016).

Una vez que la informacion es integrada en estos nucleos, posteriormente se dirige a
varias regiones, de las cuales se destacan los nucleos ventral-anterior (VA), ventral-lateral
(VL) y mediodorsal (MD) del talamo (Albin et al., 1989); los cuales, a su vez forman
conexiones con la corteza (principalmente motora) e influyen sobre las proyecciones que
descienden desde el tallo cerebral hasta el aparato motor espinal, para la modulacion del
movimiento o una conducta determinada (Parent & Hazrati, 1995), y que clasicamente se ha
relacionado que la actividad de la via indirecta inhibe el movimiento, mientras que la via

directa lo favorece (Albin et al., 1989).
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Figura 1. Esquema de las vias directa e indirecta de los ganglios basales. A) Esquema de un corte
sagital de cerebro de roedor. En azul se observa una neurona representativa de la via directa, la cual proyecta
alos nucleos de salida (GPi/SNr) con algunos axones colaterales hacia el GPe. En anaranjado se representa
una neurona de la via indirecta, que proyecta un axén y se arboriza ampliamente en el GPe. Arriba a la
derecha se esquematiza un aumento de estas neuronas, en rojo y verde se representan sus dendritas y en
anaranjado y azul sus axones. B) Neuroquimica de las neuronas de las vias directa e indirecta. Ambas
neuronas son GABAérgicas que reciben entradas glutamatérgicas de la corteza. Las neuronas de la via
directa (azul) expresan al receptor D1, sustancia P (SP) y dinorfina (DYN). Las neuronas de la via indirecta
(anaranjado) expresan los receptores D2, A2A y encefalina (ENK). GPe, globo péalido externo; GPi, globo
palido interno, STN; nulcleo subtalamico, SNc; sustancia nigra compacta, SNr; sustancia nigra reticulata;
VTA, area ventral tegmental; RR, area retrorubral. (modificado de Gerfen & Bolam, 2016).

La sustancia nigra pars reticulata

La SNr es el principal nucleo de salida de los GB, donde se da la etapa final del
procesamiento de la informacién dentro de este circuito. A nivel celular se caracteriza por
tener neuronas de proyeccion GABAérgicas de disparo rapido, que integran las entradas de
todos los otros nucleos de los GB y envian el mensaje elaborado por este circuito a las
estructuras extrinsecas (Deniau, Mailly, Maurice, & Charpier, 2007). Las neuronas de



proyeccion de la SNr reciben una entrada masiva de GABA principalmente de las neuronas
estriado-nigrales (via directa), pero también una entrada adicional importante de las
proyecciones del GPe (via indirecta), por otro lado, también recibe aferencias glutamatérgicas
del Sth (via indirecta). A su vez, la SNr proyecta al tdlamo, el coliculo superior, el cerebro
medio y la formacion reticular pontina, para producir una inhibicién ténica a sus nucleos
objetivo (Zhou, 2016). Ademas de proyectar a los nucleos extrinsecos, se sabe que las
neuronas de la SNr forman axones colaterales que proyectan de vuelta a la sustancia nigra,
proporcionando una retroalimentacion intrinseca que regula la salida de los GB, y que
ademas responden ante un estimulo somatosensorial, generando una respuesta fasica en su

actividad neuronal (Brown, Pan, & Dudman, 2014).

Los nudcleos del talamo son objetivo de las neuronas de la SNr, estudios realizados con
trazadores anterogrados y retrogrados en varias especies indican que las neuronas
nigrotaldmicas proyectan principalmente a los ndcleos ventral anterior, mediodorsal, ventral
lateral, ventromedial y ventroposterolateral (Antal, Beneduce, & Regehr, 2014; Zhou, 2016).
Ademas, estudios realizados con trazadores anterdgrados sugieren que los nudcleos
talamicos a los que proyecta la SNr tienen aferencias corticales y que estos participan de
manera critica en la comunicacion cortical y en las funciones del control sensoriomotor
(Gulcebi et al.,, 2012; Murray Sherman & Guillery, 2011). Por lo tanto, las proyecciones
nigrotalamicas tienen una base anatémica para inhibir de manera importante las neuronas
talamocorticales y afectar el procesamiento de la informacion cortico-talamo-cortical e influir
en el control motor y otras funciones cerebrales de una manera indirecta (Zhou, 2016). Por
otro lado, la SNr también proyecta de manera importante al tallo cerebral, Takakusaki,
Habaguchi, Ohtinata-Sugimoto, Saitoh, & Sakamoto (2003) demostraron que las
proyecciones GABAérgicas nigrotegmentales modulan la locomocién y el tono muscular, y

que los trastornos en los GB normalmente van acompafiados con alteraciones en la marcha.

Procesamiento sensoriomotor en la SNr

Integrar la informacion sensorial y producir una salida motora adecuada son funciones
elementales del sistema nervioso, y las redes neuronales implicadas a estas dos funciones
estan intimamente relacionadas. Actualmente se sabe que de las multiples funciones en las
que participan los GB, todas requieren de la integracion sensorial, y el ndcleo que mas han

estudiado al respecto es el estriado dorsolateral (DLS, por sus siglas en inglés), ya que es el
8



principal ndcleo de entrada a este circuito y que recibe multiples entradas corticales, incluidas

las cortezas sensoriales, motoras y prefrontales (Redgrave et al., 2010).

Las neuronas espinosas medianas del estriado proyectan a los nlcleos de salida de los
GB, a través de dos circuitos divergentes (via directa e indirecta), con técnicas de
optogenética se ha demostrado que la activacion de neuronas de la via directa facilita el
movimiento, mientras que la activacion de neuronas de la via indirecta lo inhibe (Kravitz et
al., 2010). Sin embargo, una teoria moderna propone que existe una sincronizacion
coordinada entre ambas vias, ya que nuevos hallazgos han mostrado que durante la
ejecucion del movimiento existe una activacion concurrente de las MSN en ambas vias (Cui
et al., 2013), ademas ambos tipos neuronales son sensibles a la estimulacion
somatosensorial, pues Coffey, Nader, Bawa, & West (2017) mediante estimulaciones
optogenéticas en el DLS de ratones transgénicos Cre-D1 o Cre-D2, les permitié identificar de
manera especifica a las neuronas de la via directa o indirecta respectivamente, y observaron
que ambas incrementaban su frecuencia de disparo ante la estimulacion somatosensorial,
respaldando la teoria de una sincronizacién coordinada entre la via directa e indirecta, critica
para una adecuada ejecucion del movimiento. Si bien esto aporta informacion importante en

cuanto a la integracion de los GB, poco se ha estudiado en los demas nucleos de este circuito.

Las observaciones de integracion sensorial realizadas en el estriado aun no se han
demostrado en otros nucleos de los GB, sin embargo, existen estudios electrofisioldgicos en
gatos y primates no humanos que han descrito una representaciéon multisensorial en la SNr
y que la han relacionado con el control motor (Nagy, Pardczy, Norita, & Benedek, 2005;
Schultz, 1986; Schwarz, Sontag, & Wand, 1984). Ademas de estos hallazgos y debido a la
convergencia de la via directa e indirecta, se ha hipotetizado que las neuronas de la SNr
funcionan como detectores de coincidencia de manera critica para la integracion
sensoriomotora y esto permita elegir la sincronizacion adecuada al sistema para el control y
aprendizaje motor (Aceves, Rueda-Orozco, Hernandez-Martinez, Galarraga, & Bargas,
2011).



El sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) es considerado un sistema de sefalizacion de
lipidos ubicuo, constituido por dos tipos de receptores metabotropicos acoplados a proteinas
Gin, el CB1 y CB2, sus ligandos endogenos (endocannabinoides), la proteina de recaptura
de dichos compuestos y las enzimas encargadas de su metabolismo (de Fonseca et al.,
2005).

Los endocannabinoides son moléculas de sefializacibn que se unen a receptores
cannabinoides y otros receptores ionotropicos y metabotropicos. La anandamida y el 2-
araquidonoilglicerol, los dos ejemplos mejor estudiados, se liberan bajo demanda
principalmente de la postsinapsis, dependiente de la actividad de esta, a partir de precursores
fosfolipidicos de membrana capaces de activar sus receptores y actuar como mensajeros
retrégrados de la sefalizacion neuronal (Figura 3). Por lo que desempefian un papel clave
en la modulacion de la neurotransmision y la plasticidad sindptica en multiples areas del
cerebro (Giuffrida & Seillier, 2012). Los receptores CB1 se distribuyen abundantemente en el
SNC, como se observa en la Figura 2, principalmente en el hipocampo, la corteza, los GB y

el cerebelo (Herkenham et al., 1990).

Figura 2. Receptor CB1 en cerebro de rata. Inmunohistoquimica para el RCB1 en un corte sagital de cerebro
de rata. Se observa una alta expresion de la proteina en varias partes del SNC, en especial en los GB: estriado,
globo palido externo (GPe), globo palido interno (GPi), nacleo subtaldmico (NSth), donde la sustancia nigra
reticulata (SNr) tiene la mayor expresion (cortesia de Martinez-Vargas M y Prospéro-Garcia O)
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En el SNC, la amplia distribucion de los elementos de sefalizacion del SEC,
principalmente en terminales GABAérgicas y glutamatérgicas, refleja claramente la
importancia de este sistema en la transmision sinaptica (de Fonseca et al.,, 2005). La
ubicuidad del RCB1 (Figura 2) concuerda con los efectos que ejercen los cannabinoides
sobre la modulacion de la funcion motora, debido a que la mayor densidad de estos
receptores se encuentra en los GB (principalmente GPe y SNr) y cerebelo (Herkenham et al.,
1990). Ademas, se han observado cambios en el SEC, tanto de humanos afectados por
enfermedades neurodegenerativas como en roedores con trastornos motores inducidos
experimentalmente, como en la enfermedad de Parkinson, lo que hace del sistema

endocannabinoide una diana importante en el control del movimiento.

El receptor CB1 en la SNr

El RCB1, pertenece a la familia de receptores metabotrépicos, por lo que consta de un
extremo N-terminal extracelular, 7 dominios transmembranales conectados por tres asas
intracelulares y tres extracelulares, un extremo C-terminal intracelular, y se acopla
principalmente a proteinas Gio (Howlett, 1998). La activacion del RCB1, mediante la
subunidad a de la proteina G, inhibe a la enzima adenilatociclasa (Ac) y disminuye la
formacion de AMPc, lo cual provoca una disminucion en la fosforilacién por la proteina cinasa
A (PKA). Por otra parte, las subunidades By de la proteina Gio, bloquean la actividad de los
canales de Ca?* tipo N y P/Q y estimulan la apertura de los canales de K* (Figura 3). Estas
acciones han sugerido que los receptores juegan un importante papel como moduladores de
la liberacién de neurotransmisores (de Fonseca et al., 2005).

La SNr es una de las regiones del cerebro con una alta expresion del RCB1 (Herkenham,
Lynn, de Costa, & Richfield, 1991), pero a su vez, de las regiones con la menor cantidad de
RNAm para dicho receptor (Mailleux & Vanderhaeghen, 1992). Sin embargo, tanto el estriado
como el Sth tienen una mayor cantidad de RNAm y una menor expresion del receptor, de tal
manera que el RCB1 se sintetiza en los somas de las NEM y del nucleo Sth, pero viajan a
través del axén hasta llegar a las terminales que se encuentran en la SNr (Mailleux &
Vanderhaeghen, 1992).
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Figura 3. Sefializacion retrégrada de los endocannabinoides. Los endocannabinoides son sintetizados a
partir de fosfolipidos de membrana en terminales postsinapticas: anandamida (AEA) se genera a partir de la
hidrélisis de N-araquidonilfosfatidiletanolamina (NAPE) por la accién de la fosfolipasa D (PLD); y 2-AG
mediante la diacilgicerol lipasa (DAGL) a través de la hidrdlisis del diacilglicerol (DAG). La AEA y el 2-AG se
difunden retrégradamente hacia la presinapsis y se unen a los receptores CB1 acoplados a una proteina Gi.
La unién de los cannabinoides a los RCB1 desencadena la activacion de la proteina Gi, sin embargo, su
activacion también bloquea la actividad de los canales de Ca?* y estimulan la apertura de los canales de K*
provocando una hiperpolarizacion de las terminales presinapticas, y en consecuencia disminuye la
probabilidad de liberacion de neurotransmisores. Los endocannabinoides son degradados por la amido
hidrolasa de &cidos grasos (FAAH) que se encarga principalmente de la degradacién de la anandamida para
producir acido araquidénico (AA) y etanolamina, en las membranas postsinapticas, mientras que el 2-
araquidonilglicerol es degradado por la monoacilglicerol lipasa (MAGL) en AA y glicerol, en las membranas
de neuronas presinapticas (de Fonseca et al., 2005).

La mayor expresion del RCB1 en la SNr se atribuye a las terminales de las neuronas
GABAérgicas estriado-nigrales (DLS-SNr), ya que con modelos experimentales cuando se
dafian dichas neuronas la expresion del RCB1 disminuye considerablemente en la SNr
(Herkenham et al., 1991), ademas, otra pequefia porcion de los RCB1 se encuentra en las
terminales de las neuronas glutamatérgicas subtalamo-nigrales (Sth-SNr). En cuanto a la
funcién que pueda tener el RCB1 en la SNr, se ha demostrado en experimentos in vitro que
la activacion de estos receptores con agonistas a cannabinoides (WIN55,212-2, CP55940)
en las terminales de la via indirecta (Sth-SNr) disminuye las corrientes postsinapticas
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excitatorias (Figura 4 A) registradas en las neuronas de la SNr, debido a la disminucion en la
liberacion de glutamato. Mientras que, la activacion del RCB1 en las terminales de la via
directa (DLS-SNr), disminuye la liberacion de GABA y en consecuencia también las corrientes
postsinapticas inhibitorias registradas en la SNr (Szabo, Wallmichrath, Mathonia, &
Pfreundtner, 2000; Wallmichrath & Szabo, 2002). Sin embargo, adn no es claro cual es la
contribucion especifica de la activacion del RCB1 en las terminales de las vias directa e
indirecta sobre la actividad poblacional de la SNr, crucial para el entendimiento de la
neurofisiologia de la SNr, ya que se ha propuesto que las neuronas de la SNr funcionen como
compuertas légicas con un alto nivel de integracion para mantener el balance entre ambas
vias de los GB (Aceves et al., 2011).
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Figura 4. Efectos de los canabinoides sobre las corrientes postsinépticas excitatorias en inhibitorias
en la SNr. A) Registro de las corrientes postsindpticas excitatorias en neuronas de la SNr bajo el efecto de
los cannabinoides WIN55,212-2 y CP55940 estimulando las fibras provenientes del niicleo subtaldmico, via
indirecta (Szabo et al., 2000). B) Registro de las corrientes postsinapticas inhibitorias en neuronas de la SNr
bajo el efecto de los cannabinoides WIN55,212-2 y CP55940 estimulando las fibras de neuronas
GABAérgicas, via directa (Wallmichrath & Szabo, 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las neuronas de la SNr tienen dos caracteristicas importantes, son de naturaleza
GABAérgica y tienen actividad tonica, lo cual significa que los nucleos a los que llegan sus
eferencias se encuentran bajo una inhibicién constante (Deniau et al., 2007). Sin embargo,
para ejecutar alguna accion es necesario que la actividad neuronal de la SNr se modifique,
esto dependera de la informacion que lleven la via directa e indirecta de los GB y de cémo
este nudcleo integra la informacién de ambas vias, lo cual es crucial para el correcto
funcionamiento del circuito (Brown et al., 2014; Freeze, Kravitz, Hammack, Berke, & Kreitzer,
2013). Actualmente existe evidencia electrofisiolégica que indica que las proyecciones
sensoriales a los ganglios basales (Coffey et al., 2017; Sippy, Lapray, Crochet, & Petersen,
2015) producen incrementos en la actividad de ambas, las neuronas de las vias directa e
indirecta en la entrada de este circuito (estriado). Mientras que, la activacién optogenética de
la via directa e indirecta produce decrementos e incrementos en la tasa de disparo de la SN,
respectivamente (Freeze et al., 2013; Kravitz et al., 2010). Sin embargo, ain se desconoce
como la activacibn de ambas vias producida por una estimulacién sensorial modula de

manera especifica la actividad neuronal de la SNr.

Por otro lado, la SNr tiene la mas alta expresion del RCB1 (Herkenham et al., 1990), y
se sabe que su activacion disminuye la liberacion de glutamato de las terminales de la via
indirecta (Szabo et al., 2000) o de GABA en las terminales de la via directa (Wallmichrath &
Szabo, 2002). Con base en estos antecedentes la activacion del RCB1 indica posibles
efectos diferenciales sobre ambas vias de los ganglios basales en la SNr. No obstante, estos
efectos aln no se han caracterizado por completo in vivo, y lo que es mas importante, ain
no son claros los efectos especificos de la activacién del RCB1 en cada via y su contribucion

final en la salida de los GB.

En este contexto, caracterizar las contribuciones de las vias directa e indirecta a las
respuestas integradas por la estimulacibn somatosensorial en el SNr y la contribucion
especifica de la activacion del RCB1 en este fenOmeno, nos permitio estudiar la integracion
que lleva a cabo la SNr. Estudiar esta integracion en los ndcleos de salida de los GB puede
ayudarnos a entender la contribucion de este macrocircuito en el procesamiento

sensoriomotor.

14



HIPOTESIS

1. La SNrintegra la informacion somatosensorial de las vias directa e indirecta de los GB.

2. La activacion del receptor CB1 producird efectos opuestos sobre la actividad de la SNr,
de acuerdo al sistema de neurotransmision en el que actle. Incremento (activacion del
RCB1 en la via directa) o disminucion (activacion del RCB1 en la via indirecta) de la

actividad neuronal.

OBJETIVO GENERAL

Registrar la actividad neuronal de la SNr in vivo para determinar si la estimulacion
somatosensorial produce activaciones de las vias directa e indirecta y evaluar los efectos de

administraciones sistémicas de agonistas cannabinergicos en estas activaciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la actividad neuronal de la SNr en registros electrofisiologicos in vivo y
analizar las respuestas evocadas por la estimulacion somatosensorial.

2. Implementar un modelo de control optogenético (estimulacion) de las vias directa e
indirecta.

3. Evaluar el efecto de la administracion sistémica de agonistas cannabinérgicos sobre
las respuestas evocadas por la estimulacion somatosensorial y optogenética en la
SNr.
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MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Se utilizaron ratas adultas Long Evans silvestres y Long Evans transgénicas D1-cre (LE-
Tg-Drdla-iCre-30ttc) de entre 3 y 6 meses de edad. La linea transgénica se adquirio del Rat
Resource & Research Center en la Universidad de Missouri. Los animales fueron alojados
en el vivario del laboratorio A-02 dentro de cajas de policarbonato, con ciclos de luz/oscuridad
de 12h, temperatura a 22+2°C y con acceso a agua Yy alimento ad libitum. Los protocolos de
cuidado y manejo de animales fueron aprobados por el Comité de Etica en Investigacion del
Instituto de Neurobiologia, UNAM y con fundamento en la NOM-062-Z00-1999

(Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Infecciones virales

Para la estimulacién optogenética, era necesario que los nicleos de interés tuvieran la
expresion de una Canalrodopsina de tipo 2 (ChR2), que permite el flujo de cationes al
activarse ante una estimulacion optica con una longitud de onda especifica (465 nm), para
ello se realizaron infecciones virales mediante cirugia estereotaxica en animal anestesiado.
La anestesia se indujo con una solucién de Ketamina (80mg/kg) y Xilacina (10mg/kg).
Durante la cirugia se monitoreo la respiracion constantemente (~2 respiraciones/segundo),
asi como el reflejo nociceptivo y de ser necesario, se mantuvo la anestesia con gas a bajas

concentraciones de Sevofluorano (0.2-0.8 %).

Las microinyecciones de los virus fueron de un volumen de 800-1000nL para el DLS y
de 500-600nL para el Sth. Se realizaron unilateralmente en las regiones de interés, tomando
como referencia las coordenadas propuestas en el atlas de Paxinos & Watson (2007), para
el estriado dorso lateral (AP: 0.6mm, L: 3.5mm y V: -4.4mm) y el ndcleo subtalamico (AP: -
3.6mm, L: 2.56mm y V: -7.9mm). Las administraciones se realizaron a través de una
microjeringa Hamilton® (Neuro-Syrnge 7001, 1uL) acoplada a una bomba de infusion para
microjeringas (modelo WPI-UMP3) con una velocidad de 200nL/min. Una vez que terming la
administracion, esperamos 10 min antes de retirar la jeringa y suturar la piel del craneo,

ademas se realizaron los cuidados postoperatorios pertinentes.

En relacion con los objetivos planteados para este proyecto, los sitios de infeccion viral y

de la fibra optica, dependieron de la via en la que se caracterizé su actividad de manera
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especifica. Para la manipulacion optogenética de la via indirecta utilizamos ratas silvestres
que fueron infectadas con el vector viral rAAV5-CamKlla-hChR2-(H134R)-EYFP en el Sth,
altimo relevo de la via indirecta. Mientras que, para la manipulacion de la via directa
utiizamos ratas transgénicas D1-cre, la cuales fueron previamente identificadas como
positivas a la Cre-recombinasa al analizar una muestra de tejido de su cola por PCR. Para
estos animales se infectd el DLS con el virus rAAV5-EFla-DIO-hChR2-(H134R)-EYFP, el
cual promueve la expresion de la canalrodopsina Unicamente en las células que expresan a
la Cre-recombinasa, es decir, solo infect6 a las neuronas de la via directa ya que esta proteina
se expresa bajo el promotor del receptor D1. En la Figura 5 se esquematiza la metodologia

empleada para la manipulacion de cada via.

Via Indirecta Via Directa

64-ch Probe 64-ch Probe
Infeccidn

Infeccion

T\ Fibra éptica

Fibra optica

Figura 5. Esquema de las manipulaciones optogenéticas. Metodologia empleada para abordar la
caracterizacion de la estimulacion de: 1zquierda, via indirecta. Infeccién viral e implante de la fibra éptica en
el nacleo subtaldmico, registro electrofisiolégico en la SNr. Derecha, via directa. Infeccion viral e implante
de fibra dptica en el estriado dorso lateral y registro electrofisioldgico en la SNr.

Todos los experimentos que implicaron estimulacién optogenética, se realizaron por lo
menos 3 semanas posteriores a la infeccion viral para asegurarnos que la expresion de la
Canalrodopsina se encontrara estable. Los virus utilizados se obtuvieron de la University of

North Carolina Vector Core.
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Protocolos de estimulacion

Estimulaciéon somatosensorial

El modelo in vivo de rata anestesiada con el que trabajamos presenta actividad neuronal
robusta en la corteza somatosensorial (Mochol, Hermoso-Mendizabal, Sakata, Harris, & De
La Rocha, 2015) y el DLS (Hidalgo-Balbuena, Luma, Pimentel-Farfan, Pefa-Rangel, &
Rueda-Orozco, 2019) provocada por la estimulacion sensorial, y ha sido bien documentado
que los GB reciben una importante proyeccion sensorial. De manera particular la SNr también
muestra respuestas evocadas ante la estimulacion sensorial (Nagy et al., 2005), esto nos
permitié evaluar la actividad en respuesta a un estimulo externo de manera fisiol6gica. Para
ello, en algunos experimentos se coloco debajo de la palma de la extremidad superior
contralateral al sitio de registro, una palanca de plastico conectada a una valvula solenoide y
controlada por una entrada digital desde la computadora. En el resto de los experimentos se
utilizé un electrodo bipolar insertado en la pata contralateral al sitio de registro, entre los
cojinetes medial y lateral (Figura 6, y Figura 9C), los resultados electrofisiolégicos de esta
estimulacion fueron practicamente idénticos que la estimulacion mecanica, por lo que no

hicimos una distincion entre registros.

Para el protocolo de estimulacion somatosensorial aplicamos 50 ensayos con un
intervalo de 5 segundos. Cada ensayo consistia en un tren de 5 estimulos, cada estimulo
tenia una duracion de 5ms y entre cada estimulo habia 300 ms de intervalo, como se

esguematiza en la Figura 6.

Estimulacién Ensayo 1 | ____Ensayo2 | [____Ensayo50 |

somestesica

+_ L. JUUULL

Sms  300ms

5s

Figura 6. Protocolo de estimulacion somestésica. El protocolo de estimulacion somestésica consistia en
50 ensayos, en cada ensayo se aplicaba un tren de 5 estimulos, cada estimulo con una duraciéon de 5 ms y
con un intervalo entre cada estimulo de 300 ms.

Estimulacion é6ptica

Para opto estimular los sitios de interés se utilizaron fibras épticas con un diametro de

200um, que estaban conectadas a un LED de 50 um de diametro y que emite una luz azul
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con una longitud de onda de 465 nm. De acuerdo con el objetivo de estudio, las fibras se
implantaron en el DLS (AP: 0.6mm, L: 3.5mmy V: -4.2mm) o en el Sth (AP: -3.6mm, L: 2.5mm
y V: -7.6mm). El protocolo de estimulacion oOptica se realizé con los mismos parametros que
la estimulacion somestésica, excepto que la duracion de cada estimulo fue de 10 ms (Figura
7).

(o 6 | A i I

10ms 300ms

28

Figura 7. Protocolo de estimulacion 6ptica. El protocolo de estimulacion somestésica consistia en 50
ensayos, en cada ensayo se aplicaba un tren de 5 pulsos, cada estimulo con una duraciéon de 10 ms y con
un intervalo entre cada estimulo de 300 ms.

Registros electrofisiolégicos in vivo

Para los registros electrofisioldgicos trabajamos con un modelo en rata anestesiada con
uretano. Bajo estas condiciones se pueden obtener representaciones somatosensoriales,
pero no motoras (BermudezContreras et al., 2013; Hidalgo-Balbuena et al., 2019; Mochol et
al., 2015), por lo que tiene la ventaja de evitar la interferencia relacionada a los circuitos
motores. Para anestesiar a las ratas utilizamos una dosis de uretano de 1.1 g/Kg (i.p.) dividida
en tres inyecciones con media hora entre cada inyeccién. Mediante cirugia estereotaxica se
realizd una craneotomia sobre la sustancia nigra reticulata (sitio donde se realizaron todos
los registros) con un area de 2 mm x 1.8 mm y coordenadas centrales en AP: -5.5mmy L:2.4
mm. Para introducir el arreglo de multielectrodos (sonda de silicon) de alta densidad y
registrar la actividad neuronal se retird la dura madre. Ademas, se implantaron dos tornillos
de acero inoxidable con un diametro de 500 um en el craneo de la rata, que funcionaron como

la tierra y la referencia.

Se utilizo la técnica de registros multiunitarios de alta densidad mediante los arreglos de
multielectrodos, estos permiten el registro simultaneo de varias decenas de neuronas. Para
ello utilizamos una sonda de silicon, modelo Buszaki-64L el cual mide 1.4 mm de ancho y
10mm de largo, con 8 puntas y en cada una de ellas se encuentran 8 microelectrodos (Figura
8), de manera que tuvimos un total de 64 canales de registro. Las sefiales neurofisiologicas

de banda ancha (0.1-8000hz) fueron amplificadas 1000 veces mediante el sistema Intan

19



RHD2000 y registradas de forma continua a 20 kHz. La sonda de silicon fue insertada
lentamente hasta llegar a la SNr (profundidad de 7.3 a 8.2 mm) con una orientacion sagital o

coronal y en ambas formas se abarc6 una gran longitud de registro en dicho nucleo.

¥

8
10mm 6
4

' 1.4mm - 200ym

Figura 8. Sonda de silicén Buzsaki64L. Esquema representativo del arreglo de multielectrodos
Buzsaki64L (NeuroNexus®). A la izquierda, se muestra el esquema completo de la sonda de silicén
con 8 puntas y a la derecha, una amplificacion de dos puntas y se ejemplifica la distribucion de los
8 microelectrodos en cada una.

Para la visualizacién y procesamiento de la informacion recabada en los registros
electrofisiologicos se  utilizaron los programas Neuroscope y NDManager
(http://neurosuite.sourceforge.net). Posteriormente se realiz6 spike sorting de forma
semiautomatica utilizando el software (http://klustakwik.sourceforge.net) de clustering
KlustaKwik y la aplicacion grafica de spike sorting Klusters (http://klusters.sourceforge.net).
Con estos programas obtenemos el aislamiento de neuronas individuales (Hazan, Zugaro, &
Buzsaki, 2006) y posteriormente con codigos ad hoc en Matlab se realizaron los analisis de

los resultados.

Histologia

Para realizar la verificacion histologica, previo a la cirugia, los electrodos fueron tefiidos
con el trazador fluorescente Dil (Sigma-Aldrich®) para ver el seguimiento de la sonda de
silicon. Al finalizar los registros, los animales fueron administrados con una dosis letal de
pentobarbital y perfundidos de manera intracardiaca, primero con 60 mL de solucion salina
al 0.9% y después con 60 mL de paraformaldehido al 4%, posteriormente se extrajeron los
cerebros y fueron almacenados en paraformaldehido al 4%. Para la confirmacion del sitio de

infeccidn y registro electrofisiologico, los cerebros fueron cortados coronalmente con un
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grosor de 50 pm en un vibratomo Leica® VTS1200. Posteriormente los cortes, de los sitios
de interés, fueron montados en portaobjetos gelatinizados y cubiertos con VECTASHIELD®.
Las laminillas se observaron en un microscopio de fluorescencia Axio Imager 2 ZEISS, se
tomaron microfotografias de todo el corte con un enfoque 10X y se realizé la reconstruccion
de la rebanada con ayuda del software ZEN 2012 LITE.

Preparaciéon y administracion de CP55940

Para la evaluacion de la activacion del RCB1, utilizamos el farmaco CP5590 (5-(1,1-
Dimethylheptyl)-2-[5-hydroxy-2-(3- hydroxypropyl)cyclohexyl]-phenol) de Sigma-Aldrich® o
Cayman®, para disolver el farmaco utilizamos una solucion de Cremophor (Sigma-Aldrich®),
DMSO (Sigma-Aldrich®) y solucién salina (0.9%), en una relacion de 5%:5%:90%

respectivamente.

Después de haber registrado las respuestas evocadas por la estimulacion
somatosensorial y optogenética en la SNr como condicién control, grabamos 10 minutos de
la actividad neuronal basal, posteriormente administramos el cannabinoide CP55940 y
grabamos nuevamente 10 minutos de actividad neuronal espontanea para evaluar el efecto
de la activacion del RCB1. Después, se evaluaron nuevamente las respuestas evocadas a
los protocolos de estimulacién, pero ahora bajo el efecto del cannabinoide. Utilizamos tres
dosis diferenciales y acumuladas del farmaco (0.1, 0.3 y 0.5 mg/Kg, i.p.), de manera que para
cada una de las administraciones de CP55940, se grabd la actividad neuronal espontanea
antes y después de cada inyeccion y también las respuestas evocadas a la estimulacién

somestésica y optica.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la actividad neuronal en la SNr evocada por la estimulacién
somatosensorial

Una de las principales funciones de los GB es interpretar la informacion sensoriomotora
proveniente de las cortezas y el tAlamo, crucial para el monitoreo y actualizacion de cualquier
comportamiento (Robbe, 2018). Se ha demostrado, mediante registros electrofisioldgicos,
que en la SNr existe una representacion sensorial en diferentes especies, gatos, murinos y
primates no humanos (Nagy et al., 2005; Schultz, 1986; Schwarz et al., 1984; Brown et al.,
2014). Sin embargo, se desconoce como esta entrada sensorial es procesada a través del
circuito de los GB y como converge en la SNr, si sea favorecida por una via en particular

(directa o indirecta) como en las teorias relacionadas al control motor.

Lo que se sabe hasta el momento de manera clasica es que la entrada de la informacion
llega principalmente al estriado, nucleo de entrada de este circuito. Entonces la informacion
es procesada a través de dos vias para llegar a los nucleos de salida. Con la implementacién
de técnicas optogenéticas se han identificado y caracterizado la actividad de las dos distintas
poblaciones y se ha observado que tanto las neuronas de la via directa como las de la via
indirecta responden ante estimulos somatosensoriales (Coffey et al., 2017) y que ademas,
ambos tipos neuronales se despolarizan ante la entrada de un solo estimulo somatosensorial,
registrados en célula Unica (Sippy et al., 2015). Pero entonces, ¢cémo converge esta
informacion en la poblacion neuronal de la SNr? Para resolver este cuestionamiento,
realizamos registros extracelulares multiunitarios en la SNr de ratas anestesiadas con
uretano (Figura 9 A), las cuales fueron estimuladas eléctricamente en la palma de la pata
delantera (Figura 9 C) contralateral al sitio de registro (Figura 9 B). Para este proyecto hemos
registrado un total de 678 neuronas en 25 animales a una profundidad entre 7.3y 8.2 mm en
la SNr, de las cuales 597 se mantuvieron activas durante todo nuestro protocolo experimental
y, por lo tanto, los analisis que a continuacién se presentan fueron realizados en esta

subpoblacion.
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Figura 9. Modelo experimental. A) Esquema del registro electrofisioldgico en rata anestesiada, montada en
un estereotaxico y a la cual se le estimuld eléctricamente la pata delantera contralateral al sitio de registro.
B) Izquierda: fotografia de fluorescencia de un corte coronal de rata, en verde se observa la transfeccién
mediante la expresion de la proteina EYFP, en azul la marca de DAPI, y en rojo la trayectoria de la sonda de
silicon tefiida con el trazador Dil. Ic: capsula interna, SNc: sustancia nigra compacta, SNr, sustancia nigra
reticulata. Derecha: esquema que representa la sonda de silicon en la SNr y el arreglo de microelectrodos
utilizado en los registros electrofisioldgicos. C) Representacion de la estimulacion eléctrica en la palma de la
pata delantera de rata y, un trazo representativo para cada uno de los ocho microelectrodos que conforman
una punta de la sonda de silicon en una ventana de 150ms. La linea roja indica el momento en que se aplico
un estimulo eléctrico. D) Raster plots representativos de tres diferentes neuronas e histogramas peri estimulo
de la frecuencia de disparo debajo de cada una de ellas, alineadas al primer estimulo somestésico (primer
punto rojo) de cada uno de los ensayos.

La estimulacién somatosensorial de las extremidades anteriores produjo respuestas
complejas en la actividad neuronal de la SNr, caracterizadas por inactivaciones y activaciones
transitorias como se observa en los graficos de barrido, conocidos como raster plots (Figura
9 D), representativos de tres diferentes neuronas. Algunas células incrementan de manera
fasica su tasa de disparo, otras células también incrementan su frecuencia de disparo, pero
regresa paulatinamente a su actividad basal y finalmente, otras células presentan una

inhibicidon transitoria.

La SNr se caracteriza por tener una alta frecuencia de disparo de manera espontanea,
en roedores despiertos se han registrado frecuencias entre 25 y 50 Hz, mientras que en
registros in vitro también han observado una alta tasa de disparo, pero a menores frecuencias

(10-20 Hz). Con nuestro método de registro obtuvimos 597 células en la SNr, las cuales
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mostraron tener diferentes patrones y frecuencias de disparo (Figura 10), cuando graficamos
el histograma de distribucion de la frecuencia de disparo (Figura 10 B), observamos
frecuencias que llegan hasta 80 Hz. Sin embargo, la frecuencia media de la poblacion es de
20 Hz, similar a los ya reportados en la literatura (Zhou, 2016). Ademas de la actividad tonica
que tienen las neuronas de la SNr, se sabe que este nucleo tiene una participacion
fundamental en el control de las oscilaciones talamo-corticales (G. Buzséki et al., 1990). Por
lo tanto, analizamos la potencia de estas neuronas en diferentes bandas de frecuencia
(Figura 10 C) y observamos que en la banda de frecuencia entre 4 y 10 Hz se obtuvieron los

mayores valores de potencia.

Posteriormente analizamos la actividad poblacional evocada en la SNr por las
estimulaciones somestésicas, para ello alineamos la frecuencia de disparo normalizada a
valores Z, entre 1s antes y 2s después del momento en que se aplicé el primer estimulo de
cada ensayo. Después, graficamos cada una de las células en una matriz de colores (Figura
10 E), donde los colores claros y obscuros representan mayores y menores tasas de disparo
respectivamente. La actividad normalizada de las células se separé en dos poblaciones, una
en la que las células disminuyeron (azules) y otra en la que incrementaron (amarillas) su tasa
de disparo posterior a la primera estimulacién soméstesica, y fueron ordenadas de acuerdo
con el momento en que tuvieron su menor o mayor tasa de disparo respectivamente. Ademas,
se obtuvo la media de los valores Z de todas las células registradas en la SNr (trazo gris), de
aquellas que incrementaron su frecuencia de disparo (trazo amarillo) y de aquellas que
disminuyeron (trazo azul). En conjunto, estas respuestas podrian reflejar la activacion de las
vias directa e indirecta de los GB, aquellas células que disminuyeron su tasa de disparo
estarian respondiendo a la activacion de las proyecciones GABAérgicas de la via directa
mientras que las células que incrementaron su actividad, seria efecto de la estimulacion de
la via indirecta por la activaciébn de sus proyecciones glutamatérgicas. Por otro lado,
analizamos la distribucion de las latencias de respuesta (Figura 10 D) de aquellas células
gue incrementaron su tasa de disparo posterior al primer estimulo. Para ello consideramos
Unicamente a las células que incrementaron significativamente su actividad (4 SD) entre 3y
290 ms después de que se dio el primer estimulo del tren. Se observa que la poblacion tiene
una amplia distribucion de latencias y que se evocan respuestas dentro de todo el intervalo
de analisis, sin embargo, la mayoria de la poblacion (40%) responde con latencias cortas

(mediana=35ms), correspondiente a la entrada de la informacién sensorial.
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Figura 10. Caracterizacion de la actividad neuronal en la SNr y de las respuestas evocadas por la
estimulacién somestésica. A) Autocorrelogramas representativos de tres diferentes neuronas en
condiciones basales. B) Distribucion de la frecuencia de disparo de 597 células registradas en la SNr, en
condiciones basales. C) Distribucién de la potencia en cuatro diferentes bandas de frecuencia. D) Distribucion
de latencias de las respuestas evocadas ante el primer estimulo somestésico. E) Respuesta poblacional de
la SNr. Arriba: se muestra una matriz de la frecuencia de disparo normalizada a valores Z de cada célula
registrada en la SNr, las cuéles fueron separadas en dos diferentes poblaciones, en la parte superior se
encuentran aquellas células que disminuyeron (azules) y en la parte inferior aquellas que incrementaron
(amarillas) su actividad neuronal ante la estimulacion somatosensorial. Fueron alineadas al primer estimulo
somestésico y ordenadas al momento en que tuvieron su menor o mayor tasa de disparo, respectivamente.
Abajo: 1. Trazo gris, se gréafica la media de los valores Z del total de células registradas. 2. Trazo amarillo, la
media de los valores Z de las células que incrementaron su frecuencia de disparo. 3. Trazo azul, la media de
los valores Z de las células que disminuyeron su frecuencia de disparo.

Efectos de la activacion del receptor CB1 sobre la actividad de la SNr

Como resultado de la estimulacion de la pata delantera contralateral al sitio de registro,
logramos observar que la SNr integra informacién somatosensorial que potencialmente
estaria producida por la activacion de ambas vias ante un mismo estimulo. Sin embargo,
¢qué efecto se produce en la actividad de la SNr posterior a la activaciéon del RCB1? Para
ello, primero analizamos los promedios de la frecuencia de disparo (Figura 11 A) de manera
espontanea durante la actividad basal de la SNr y posterior a cada una de las dosis
diferenciales de CP55940. No encontramos ninguna diferencia significativa con la activacion
del RCB1 (Kruskal-Wallis, X?=5.66, p=0.12).

Estudios realizados en hipocampo, otra estructura cerebral en la cual se expresa

abundantemente el RCB1, han demostrado que los cannabinoides afectan la memoria tanto
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en humanos como en modelos animales. Este efecto lo han relacionado con una disminucion
en la potencia de diferentes oscilaciones en la actividad del hipocampo en rata. De manera
interesante, al igual que nuestros resultados, en el trabajo realizado por Robbe et al., (2006)
tampoco encontraron diferencias en el promedio de las frecuencias de disparo. Después,
cuando observamos los autocorrelogramas de células individuales, encontramos que
posterior a la activacion sistémica del RCB1, en algunas células modificaron claramente su
patron de disparo, con una mayor oscilacion (Figura 11 B). Por tal motivo, decidimos evaluar
la potencia de la SNr en diferentes bandas de frecuencia (Figura 11 C). Encontramos que la
activacion del RCB1 incrementé de manera significativa la potencia en las bandas de 4-10
Hz (Kruskal-Wallis y post hoc Bonferroni, X?=12.9, p<0.05) y de 11-20 Hz (Kruskal-Wallis y
post hoc Bonferroni, X?=8.49, p<0.05), pero no afecté las bandas mas rapidas (21 a 120 Hz).
Este resultado es también consistente con lo reportado por Robbe et al., (2006) para el
hipocampo y Kucewicz, Tricklebank, Bogacz, & Jones (2011) para la corteza cerebral. El
hecho de que las oscilaciones de alta frecuencia no se hayan modificado es consistente con
la ausencia de cambio en la frecuencia general de disparo, ya que estas frecuencias reflejan
la actividad multiunitaria en el potenical local de campo (Gyodrgy Buzséki, Anastassiou, &
Koch, 2012).
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Figura 11. La activacion del RCB1 incrementa la potencia en la actividad de la SNr. A) Frecuencia de
disparo promedio en la SNr (B=basal). B) Autocorrelogramas de una célula registrada en la SNr en actividad
basal y posterior a 0.1, 0.3 y 0.5 mg/Kg de CP55940. C) Potencia de las células registradas en la SNr a
diferentes bandas de frecuencia (*p<0.05 vs Basal, Kruskal-Wallis y post hoc Bonferroni)

El RCB1 modula diferencialmente la informacién somatosensorial en la SNr

Los cannabinoides modulan de manera importante la actividad de la SNr, debido a la alta

expresion del RCB1 en las terminales de las vias directa e indirecta, en ambas disminuye la
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liberacion de neurotransmisor (Szabo et al., 2000; Wallmichrath & Szabo, 2002). Podriamos
esperar que la activacion de este receptor en las terminales GABAérgicas de la via directa
disminuya la liberacion de este y produzca un incremento en la actividad de la postsinapsis.
Por otro lado, la activacion en las terminales de la via indirecta disminuira la liberacion de
glutamato y producird el efecto contrario. Estas diferencias nos permitirian inferir si el efecto
es producido por las terminales de la via directa o indirecta. En cada experimento se
administraron tres diferentes dosis de un agonista del RCB1, CP55940 (0.1, 0.3 y 0.5 mg/Kg).
Las administraciones se realizaron de manera consecutiva con intervalos de ~30 min entre

cada administracion, por lo que los efectos reportados son acumulados.

Los resultados sugieren que la estimulacién somestésica estaria activando ambas vias,
directa e indirecta de los GB, al observar dos poblaciones neuronales, las que disminuyen y
las que incrementan su frecuencia de disparo respectivamente (Figura 12 A, Basal). Con la
activacion del RCB1 observamos que en la poblacion de neuronas que incrementan su
frecuencia de disparo, esas respuestas evocadas se mantuvieron en neuronas individuales
(matriz) y también en el promedio de los valores Z de la poblacién (trazo amarillo) que se
observa con un incremento en la tasa de disparo evocada para cada uno de los estimulos.
Sin embargo, en la poblacién de neuronas que disminuyeron su frecuencia de disparo,
encontramos que las respuestas inhibitorias disminuyeron de forma dosis dependiente.
Cuando graficamos (Figura 12 A) el promedio de los valores Z (trazo azul) encontramos que
los picos negativos disminuyen conforme incrementamos la dosis de la droga, e inclusive a
partir de la dosis de 0.3mg/Kg la frecuencia de disparo de aquellas células que disminuian

su actividad en las respuestas evocadas ahora incremento con la estimulacién somestésica.

Como se observa en la matriz de la actividad poblacional de la SNr, el patrén de disparo
se modificd posterior a la activacion del RCB1, sin embargo, al analizar las latencias de las
células que incrementaron su tasa de disparo (Figura 12 B), no encontramos ninguna
diferencia estadistica entre la condicion basal y posterior a las diferentes dosis del agonista,
debido a que esta poblacion neuronal mantuvo las respuestas evocadas (Kruskal-Wallis,
X?=1.08, p=0.78). Posiblemente estas respuestas se deban a la activacion de las terminales
de la via indirecta, en el cual su sistema de neurotransmision es el glutamato, por lo que estos
datos sugieren que la activacion del RCB1 no afecta el procesamiento de la informacion

sensorial en esta via.
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Para evaluar cuantitativamente éste fendmeno, para cada una de las condiciones
calculamos la media de los valores Z de la frecuencia de disparo entre el momento en que
se dio el primer estimulo del tren y los siguientes 50ms. Observamos que la distribucion de
estos valores en condiciones basales es muy equilibrada entre los valores positivos (>0) y
negativos (<0). Sin embargo, posterior a las administraciones sistémicas del cannabinoide,
los valores negativos disminuyeron y con la mayor dosis del agonista, la poblacién se
desplaz6 hacia los valores positivos (Figura 12 C). Cuando graficamos los valores Z de
aquellas células que incrementaron (amarillo) o disminuyeron (azul) su actividad neuronal en
condiciones basales, notamos claramente que posterior a la activacion del RCB1, la
distribucién de las respuestas evocadas se modifico significativamente en ambas poblaciones
(Figura 12 D; Kruskal-Wallis y post hoc Bonferroni, Positivos: X?=65.35, p<0.001, Negativos:
X?=119, p<0.001). Es importante resaltar que, el mayor efecto se observé en la poblacion
que evoco respuestas inhibitorias, en donde la inhibicién provocada por el estimulo sensorial

disminuyo significativamente e inclusive en algunas neuronas se invirtié (Figura 12 D).

En la literatura previa se habia demostrado que en la SNr existen representaciones
somatosensoriales (Nagy et al., 2005), ademas, que la activacion del RCB1 en experimentos
in vitro, disminuia la liberacién de neurotransmisor en las terminales de ambas vias de los
ganglios basales (Szabo et al., 2000; Wallmichrath & Szabo, 2002). Sin embargo, con nuestro
disefio experimental logramos, ademas de registrar la actividad poblacional de la SNr,
analizar cémo este nucleo responde neurofisiol6gicamente ante la entrada de la informacién
somatosensorial en un modelo in vivo. Encontramos que, si bien la activacion del RCB1
modula la actividad neuronal de la SNr a través de su expresion en las terminales tanto
excitatorias como inhibitorias de ambas vias, observamos un efecto diferencial que favorecié
las respuestas excitatorias ante la estimulacion somatosensorial. Estos resultados nos
permiten inferir que existe una representacion sensorial en la SNr proveniente de ambas vias
de los GB, y que la activacién del RCBL1 repercute principalmente en una disminucion de las
respuestas inhibitorias (via directa). También sugieren que, bajo la influencia de
cannabinoides, el incremento en la actividad de la SNr provocado por estimulos sensoriales
ejerceria una mayor inhibicion en los nucleos motores del tAlamo y podria explicar el efecto

de hipolocomocién producido por la administracion de cannabinoides.
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Figura 12. Efectos de la activacion del RCB1 sobre las respuestas evocadas a la estimulacion
somestésica. A) Arriba: Matriz de la actividad neuronal poblacional normalizada a valores Z de las
respuestas evocadas en la SNr, registrada en condiciones basales y posterior a tres administraciones
diferenciales y acumuladas del agonista CB1 (CP55940). La actividad neuronal de cada célula fue alineada
al primer estimulo somestésico y las células fueron ordenadas de acuerdo al momento en que disminuyeron
(azules) o incrementaron (amarillas) su actividad neuronal respectivamente. Abajo: Gréficos de la media de
los valores Z del total de células registradas (gris), de las células que incrementaron (amarrillo) su frecuencia
de disparo y de las células que disminuyeron su frecuencia de disparo (azul). B) Graficos de caja de las
latencias al incremento de la actividad neuronal ante la estimulacion soméstesica en condiciones basales y
posterior a las tres diferentes dosis de CP55940. C) Histogramas de distribucion del promedio de los valores
Z a partir del momento en que se aplico el primer estimulo somatico y 60 ms después. La linea negra punteada
esta alineada al valor 0 de Zscore. D) Diagramas de caja para el promedio de los valores Z en C, separados
en dos poblaciones, para aquellas células que incrementaron (amarillo) o que disminuyeron (azul) su
actividad neuronal posterior a la estimulacion somatica en condiciones basales y después de las
administraciones de CP55940. (*p<0.001 vs Basal, #p<0.001 vs 0.5mg/Kg CP55940, prueba Kruskal-Wallis
y post hoc Bonferroni)
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Manipulacion optogenética de la via directa de los GB

En el apartado anterior observamos que tan solo la estimulacién somatosensorial en la
extremidad delantera del animal produce diversas respuestas sobre la actividad neuronal en
la SNr y que esta diversidad posiblemente refleje la activacion de la via directa e indirecta de
los GB. Para determinar si las diferencias en las respuestas evocadas en la SNr se deben a
la activacion especifica de cada via, implementamos un modelo de manipulacion
optogenética. Para estimular la via directa, indujimos la expresién de una canalrodopsina
(ChR2) especificamente en las NEM que expresan al receptor de dopamina tipo 1 (D1), en
el estriado dorsolateral de ratas transgénicas Cre-D1, mediante una transfeccién con el virus
AAV/EF1-DIO-hChR2(H134R)-EYP (Figura 13 A). Seleccionamos esa porcion del estriado
ya que se sabe que funcionalmente es ahi donde converge la entrada de la informacion
sensoriomotora, en este mismo sitio implantamos la fibra optica (Figura 13 B). Los registros
de las respuestas provocadas por la estimulacion éptica se realizaron en la SNr (Figura 13
C).
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Figura 13. Manipulacion optogenética de la via directa. A) Esquema de la manipulaciéon optogenética de
la via directa, infeccion viral y estimulacién Optica en el DLS, y registro electrofisiolégico en la SNr. B)
Fotografia de fluorescencia de un corte coronal de rata, se observa la transfeccién en verde (EYFP) en el
sitio de infeccion y los nicleos celulares marcados con DAPI, en el DLS. C) Fotografia de fluorescencia de
un corte coronal de rata, se observa el sitio de registro en la SNr (Dil) y en verde (EYFP) las terminales de
las células que fueron transfectadas en el DLS.

Para evaluar si las respuestas eran similares a las que se generaban con la estimulacién
somestésica, también aplicamos trenes de estimulacién 6ptica con una duracién de 10ms en
cada estimulo. Analizamos 286 células registradas en 10 animales y evaluamos las mismas
variables que con los datos de la estimulacion somestésica. Observamos que la estimulacion
Optica en el DLS evocé respuestas en la actividad de la SNr, en la matriz de la actividad

poblacional encontramos células que incrementaron o disminuyeron su frecuencia de
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disparo, sin embargo, consistente con la activacién de las proyecciones GABAérgicas de la
via directa, las respuestas inhibitorias que fueron mas robustas (Figura 14 A). Dicho efecto
fue mas evidente cuando graficamos el promedio de los valores Z de la poblacién que mostro
respuestas inhibitorias (trazo azul) ante la estimulacion Optica, y se observé con picos
negativos en la actividad neuronal con cada uno de los estimulos del tren (Figura 14 A).

Como hemos mencionado anteriormente, la SNr es la region del cerebro con la mayor
expresion del RCB1, donde se expresa en terminales GABAérgicas y glutamatérgicas. Esto
representa una ventaja técnica, ya que nos permitiria diferenciar sobre que via esta
ejerciendo su efecto, por ejemplo, si actla preferencialmente sobre las terminales
GABAérgicas de la via directa produciria un incremento en la actividad de la SNr, por el
contrario, si se activa el RCB1 de las terminales glutamatérgicas de la via indirecta generaria
una disminucion en su actividad neuronal. De acuerdo con lo que observamos, con la
activacion del RCB1 sobre las respuestas evocadas de la estimulacién somatica en donde
hubo una disminucién significativa de las respuestas inhibitorias, esperariamos que con la
estimulacion ¢éptica de la via directa ocurriera lo mismo. Asi como lo supusimos, la
administracion del agonista CB1 también disminuyd eficientemente las respuestas
producidas por la estimulacion Optica de la via directa en el DLS.

De igual forma analizamos la distribucion del promedio de los valores Z, entre el momento
en que se dio el primer estimulo éptico del tren y 50 ms posteriores. Encontramos que de
manera basal existian valores Z tanto positivos como negativos, y con la activacién del RCB1
se produjo una disminucion en ambos componentes (Figura 14 A). Sin embargo, cuando
analizamos las latencias de las células que mostraron incrementos en su tasa de disparo
(Figura 14 B) no encontramos ninguna diferencia estadistica entre la condicion basal y
posterior a las diferentes dosis del agonista (Kruskal-Wallis, X?=1.68, p=0.64). Por otro lado,
cuando graficamos el promedio de los valores Z positivos y negativos, observamos que
ambos tipos de respuestas evocadas disminuyeron (Figura 14 D; Kruskal-Wallis y post hoc
Bonferroni, Positivos: X2=42.06, p<0.001, Negativos: X?=51.4, p<0.001). Esto significa que 1)
las respuestas provocadas por la manipulacion optogenética mimetizaron el efecto observado
con la estimulacion somaética, por lo que las respuestas inhibitorias son efecto de la
estimulacion de la via directa, y 2) la activacion del RCB1 bloquea la transmision de la via

directa, al disminuir las respuestas inhibitorias evocadas de la estimulacion optica y somética.
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Figura 14. Manipulacién optogenética de la via directa. A) Arriba: Matriz de la actividad neuronal
poblacional normalizada a valores Z de las respuestas evocadas a la estimulacion 6ptica en la SNr, registrada
en condiciones basales y posterior a tres administraciones diferenciales y acumuladas del agonista CB1
(CP55940). La actividad neuronal de cada célula fue alineada al primer estimulo 6ptico y las células fueron
ordenadas de acuerdo al momento en que disminuyeron (azules) o incrementaron (amarillas) su actividad
neuronal respectivamente. Abajo: Se representa la media de los valores Z del total de células registradas
(gris), de las células que incrementaron (amarrillo) su frecuencia de disparo y de las células que disminuyeron
su frecuencia de disparo (azul). B) Se representan en barras de caja las latencias al incremento de la actividad
neuronal ante la estimulacion 6ptica en condiciones basales y posterior a las tres diferentes dosis de
CP55940. C) Histogramas de distribucion del promedio de los valores Z a partir del momento en que se aplico
el primer estimulo y 60 ms después. La linea negra punteada esté alineada al valor O de Zscore. D) Las
barras de caja representan el promedio de los valores Z en C, separados en dos poblaciones, para aquellas
células que incrementaron (amarillo) o que disminuyeron (azul) su actividad neuronal posterior a la
estimulacion éptica en condiciones basales y después de las administraciones de CP55940. (*p<0.001 vs
Basal, prueba Kruskal-Wallis y post hoc Bonferroni)
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Manipulacion optogenética de la via indirecta de los ganglios basales

Para caracterizar de manera especifica la actividad de la via indirecta infectamos a 5
animales en el Sth (Figura 15 A), ultimo ndcleo de relevo de la via indirecta, mismo sitio donde
colocamos la fibra optica (Figura 15 B) para la estimulacion de la via indirecta durante los
registros en la SNr (Figura 15 C). Las proyecciones del Sth a la SNr son glutamatérgicas y al
estimularlas 6pticamente observamos que del total de células registradas (n=57), la mayoria
de las células incrementaron su frecuencia de disparo (Figura 16 A). Nuevamente estos datos
coincidieron con el modelo clasico de los GB, que predice que la estimulacion de la via
indirecta incrementa la actividad de la SNr, tal como se observa en el promedio de los valores
Z de la poblacion (Figura 16 A, trazo gris), donde claramente se observan incrementos subitos
en la frecuencia de disparo con cada estimulacion oOptica.

A AAV-CamKlla-hChR2-EYFP

465f‘m Probe
— i 64-ch

Figura 15. Manipulacion optogenética de la via indirecta. A) Esquema de la manipulacién optogenética
de la via indirecta, infeccién viral y estimulacion éptica en el Sth, y registro electrofisiolégico en la SNr. B)
Fotografia de fluorescencia de un corte coronal de rata, se observa la transfeccién en verde (EYFP) en el
Sth. C) Fotografia de fluorescencia de un corte coronal de rata, se observa el sitio de registro en la SNr (Dil)
y en verde (EYFP) las terminales de las células que fueron transfectadas en el Sth.

Finalmente, evaluamos las respuestas Opticas evocadas por la estimulacién del Sth bajo
los efectos del agonista CB1. Contrario a lo que observamos con la manipulacion de la via
directa, los incrementos en la tasa de disparo se mantuvieron estables a pesar de las
administraciones de CP55940 (Figura 16 A). Tampoco observamos cambios significativos en
las latencias de respuesta (Figura 16 B, Kruskal-Wallis, p=0.26), la distribucién o el promedio
de la frecuencia de disparo (Figura 16 C y D; Kruskal-Wallis, Positivos: X?=5.83, p=0.12,
Negativos: X?=6.59, p=0.08). Estos resultados confirman que ante la administracién de

canabinoides, las respuestas provocadas por estimulos sensoriales en la SNr sufren un
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desbalance que impacta principalmente en el componente de la via directa, pero mantiene el
componente de la via indirecta practicamente intacto.
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Figura 16. Manipulacidon optogenética de la via indirecta. A) Arriba: Matriz de la actividad neuronal
poblacional normalizada a valores Z de las respuestas evocadas a la estimulacién éptica en la SNr, registrada
en condiciones basales y posterior a tres administraciones diferenciales y acumuladas del agonista CB1
(CP55940). La actividad neuronal de cada célula fue alineada al primer estimulo 6ptico y las células fueron
ordenadas de acuerdo al momento en que disminuyeron (azules) o incrementaron (amarillas) su actividad
neuronal respectivamente. Abajo: Se representan la media de los valores Z del total de células registradas
(gris), de las células que incrementaron (amarrillo) su frecuencia de disparo y de las células que disminuyeron
su frecuencia de disparo (azul). B) Barras de caja de las latencias al incremento de la actividad neuronal ante
la estimulacién O6ptica en condiciones basales y posterior a las tres diferentes dosis de CP55940. C)
Histogramas de distribucion del promedio de los valores Z a partir del momento en que se aplicé el primer
estimulo y 280ms después. La linea negra punteada esta alineada al valor 0 de Zscore. D) Barras de caja
para el promedio de los valores Z en c, separados en dos poblaciones, para aquellas células que
incrementaron (amarillo) o que disminuyeron (azul) su actividad neuronal posterior a la estimulacion éptica
en condiciones basales y después de las administraciones de CP55940.
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DISCUSION

Se han hipotetizado mudltiples funciones sensoriales, motoras, cognitivas y de
actualizacién adaptativa para los GB. Los GB conservan una organizacion topogréfica,
integran informacion proveniente de la corteza y el tdlamo a través de dos sistemas de
proyeccion, la via directa e indirecta y finalmente, ambos sistemas de procesamiento
convergen en el principal nucleo de salida de este circuito, la SNr. Por otro lado, se sabe que
el estriado en ratas contiene alrededor de 2.7 millones de neuronas, las cuales envian su
informacion a través de las vias directa e indirecta hacia la SNr, que Unicamente contiene
alrededor de 26, 000 neuronas (Oorschot, 1996), sugiriendo que la arquitectura de los GB
deberia concluir en un alto nivel de integracion en la SNr. A pesar de la informacion que se
tiene sobre cada via, aun se desconoce cudl es la contribucion exacta de la SNr sobre la
integracion convergente de ambos sistemas de proyeccién. En este trabajo investigamos la
participacion especifica de la via directa e indirecta en la integracion somatosensorial de la
SNr.

Para este objetivo, caracterizamos optica y electrofisiologicamente la contribucion de
cada via sobre la actividad neuronal de la SNr. Registrada en un modelo de rata anestesiada,
el cual nos permitié evaluar las representaciones somestésicas sin la interferencia motora.
Bajo estas condiciones la estimulacibn somatosensorial de las patas delanteras produjo
respuestas robustas en la actividad neuronal de la SNr. Estas respuestas se caracterizaron
por activaciones e inhibiciones transitorias que podrian reflejar la actividad de la via indirecta
como directa respectivamente. Este tipo de respuestas especificas para cada via fueron
confirmadas con las manipulaciones optogenéticas. Posteriormente, para apoyar estos
hallazgos estudiamos la participacion del sistema endocannabinoide, debido a la alta
expresion del RCB1 en las aferencias GABAérgicas (via directa) y glutamatérgicas (via
indirecta) de la SNr. Administramos de manera sistémica dosis diferenciales del agonista
CP55940 y observamos, que la activacion del RCB1 disminuye drasticamente el componente
inhibitorio de las respuestas evocadas tanto por la estimulacién somatosensorial como 6ptica.
Estos resultados sugieren que la estimulacion del RCB1 produce un desbalance entre la
actividad de la via directa e indirecta en la SNr, afectando principalmente la participacion de
la via directa y ser el posible mecanismo por el cual los cannabinoides producen el efecto de

hipolocomocion.
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En los GB, uno de los principales sistemas de procesamiento esta dedicado a la
integracion sensoriomotora, la cual se sabe tiene una organizacion somatotdpica. Con base
en investigaciones anatdémicas y electrofisiologicas recientes, se plantea que los GB integran
la informacidén sensoriomotora constantemente, con el objetivo de mantener un monitoreo
continuo del estado sensoriomotor del sujeto, critico para la adquisicion o actualizaciéon de
cualquier accion (Robbe, 2018). Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones se han
enfocado en estudiar el estriado, ya que es el primer punto de entrada al circuito de los GB
y, ademas, es ahi donde se originan las vias directa e indirecta. En el DLS ya se ha reportado
la existencia de representaciones somatosensoriales de diferentes partes del cuerpo (Carelli
& West, 1991), recientemente y con el empleo de manipulaciones optogenéticas, se ha
caracterizado que tanto neuronas de la via directa (D1) como de la via indirecta (D2) en el
DLS incrementan su frecuencia de disparo ante estimulos somatosensoriales (Coffey et al.,
2017). Por otra parte, Sippy et al., (2015) investigo la participacién del DLS, en un modelo de
raton entrenado a lengletear por un reforzador en respuesta a la deflexion de una vibrisa,
mientras registraban por patch clamp a neuronas caracterizadas de la via directa o indirecta.
Ellos observaron que ambas poblaciones se despolarizaron ante la estimulacion
somestésica, sin embargo, en las neuronas de la via directa la despolarizacion fue mas
rapida. Posteriormente estimularon optogenéticamente a estas neuronas lo que produjo que
los ratones lengletearan mas veces en el sitio donde se les entregaba el reforzador, con lo
cual demostraron que las neuronas de la via directa contribuyen a la manifestacién de una
respuesta motora condicionada ante la integracién de la sefializacion de un estimulo

sensorial.

Si bien en el DLS se esta dando la activacién de ambas vias de los GB ante la entrada
de la informacién somatosensorial ¢como es que esta converge y es integrada en la salida
de los GB? Para ello registramos la actividad de la SNr y evaluamos qué respuestas
evocaban los trenes de estimulacién somestésica en la pata delantera contralateral al sitio
de registro. Observamos que las estimulaciones somatosensoriales evocaron respuestas
robustas (Figura 9) en la actividad de la SNr y que las células registradas se separaron
claramente en dos poblaciones, unas que disminuyeron su frecuencia de disparo y otras que
la incrementaron (Figura 10). Estos resultados se relacionaron con lo encontrado en el DLS,
ya que tanto la via directa como indirecta incrementan su frecuencia de disparo y, por la

convergencia de sus vias, la activacion de la via directa produciria los decrementos de la
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frecuencia de disparo mientras que la activacion de la via indirecta los incrementos, de

acuerdo con el modelo clasico de los GB.

De manera independiente, la funcion candnica de estas vias ya ha sido demostrada en
relacion con el control motor. Kravitz et al., (2010) al manipular optogenéticamente cada via
en el DLS, observaron que la estimulacion de la via directa disminuye la frecuencia de disparo
de neuronas registradas en la SNr, mientras que la estimulacion de la via indirecta la
incrementa. A su vez, la activacion de estas vias ejercio un efecto antagénico en la movilidad
de los ratones, debido a que el incremento de la actividad de la via directa facilito el
movimiento, mientras que la via indirecta lo inhibié. Sin embargo, con nuestro estudio hemos
demostrado que, en un proceso fisioldgico, como lo es la estimulacién somatosensorial, la
activacion de ambas vias se da ante la misma modalidad sensorial y repercute de manera
simultanea sobre la actividad de la SNr. Estos resultados, podrian relacionarse con los
modelos actuales que explican como la via directa e indirecta estan involucradas en el inicio
y la ejecucion de los movimientos (Cui et al., 2013; Tecuapetla, Jin, Lima, & Costa, 2016), la
integracion de un estimulo sensorial y su transformacién en una respuesta motora (Sippy et
al., 2015), asi como el monitoreo y actualizacion de la seleccidén de acciones (Nonomura et
al., 2018). Sin embargo, no debemos olvidar que en nuestras condiciones (i.e. anestesia por
uretano), el componente motor esta severamente disminuido. Por lo que nuestros resultados
deben interpretarse Unicamente en el contexto de la integracion sensorial. Estudios
posteriores deberan realizarse para comprender exactamente la interaccion con el sistema

motor y, por lo tanto, con las funciones propuestas para iniciar y terminar acciones.

Ademas de recibir las terminales de la via directa e indirecta, es importante mencionar
que la SNr es el nucleo con la mayor expresion del RCB1 (Herkenham et al., 1991) y que la
localizacion de esta proteina se encuentra tanto en las terminales GABAérgicas de la via
directa como glutamatérgicas de la via indirecta. Estudios electrofisioldgicos in vitro
demostraron que la activacion del RCB1 en ambas terminales disminuye la liberacion de
GABA y glutamato (Szabo et al., 2000; Wallmichrath & Szabo, 2002), por lo que, al modular
diferentes sistemas de neurotransmision, la activacién farmacolégica de este receptor nos
permitiria observar efectos opuestos sobre la actividad neuronal de la SNr. Es decir, al activar
al RCB1 presinaptico en la terminal de la via directa, disminuiria la liberacion de GABA e

incrementaria la actividad de la SNr. Mientras que la activacion del RCB1 en la terminal de la
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via indirecta, inhibiria la liberacién de glutamato y en consecuencia disminuiria la actividad
de la SNr. Con base en esto, al evaluar las respuestas evocadas ante la estimulacion
somatosensorial bajo el efecto de los cannabinoides esperariamos que las respuestas se

invirtieran.

Para estudiar la modulacion del sistema endocannabinoide sobre la actividad de la SNr,
analizamos si la activacion sistémica del RCB1 modificaba la frecuencia de disparo en la
actividad espontanea de las células en la SNr (Figura 11), y observamos que el promedio de
la frecuencia de disparo no cambié con la administracion del agonista CB1, sin embargo,
cuando analizamos la potencia de éstas células en diferentes bandas de frecuencia,
encontramos que la potencia de las células incremento de manera dosis dependiente con la
activacion del RCB1. Datos previos han demostrado que la activacion del RCB1 es capaz de
producir una hiper sincronia talamo-cortical (Sales-Carbonell et al., 2013) la cual es mediada
por la expresion del RCB1 en las terminales de la via directa, y proponen que estas
oscilaciones patolégicas podrian ser el mecanismo involucrado en estados cognitivos
alterados o epilépticos, inclusive, que la hipersensibilidad que presentan los consumidores
de marihuana podria ser debido a una sincronia talamo-cortical aberrante mediada por la
activacion del RCB1 en la SNr. Sin embargo, en relacion con la frecuencia de disparo,
registros realizados en hipocampo y corteza bajo la influencia de cannabinoides tampoco
observaron cambios en el promedio de la tasa de disparo (Kucewicz et al., 2011; Robbe et
al., 2006).

Posteriormente evaluamos las respuestas evocadas a la estimulacion somatosensorial
bajo el efecto de los cannabinoides, y contrario a nuestra hipétesis, encontramos que la
activacion del RCB1 ejerce una modulacion diferencial al eliminar inicamente las respuestas
inhibitorias sin abolir las respuestas excitatorias de las respuestas evocadas. Esto sugiere
qgue el RCB1 modula principalmente la actividad de la via directa, y su activacién produce un
desbalance que repercute en un incremento neto en la actividad neuronal de la SNr (Figura
12). Este resultado puede explicarse debido al nivel de inervacion de las terminales de las
vias directa e indirecta en la SNr, como se mencion6 anteriormente, sabemos que el estriado
en ratas tiene alrededor de 2.7 millones de neuronas (Oorschot, 1996), de las cuales,
podriamos esperar que un poco menos de la mitad serian de la via directa (~1.3 millones).

Estos nimeros contrastan dramaticamente con las proyecciones que se esperarian
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provenientes de las 13,000 neuronas del Sth (Oorschot, 1996). En consecuencia, podria
esperarse que la mayor densidad de RCB1 en la SNr provenga de la via directa. Esto es
consistente con estudios en donde se ha mostrado que la lesion del estriado dorsal produce

un muy importante decremento del RCB1 en la SNr (Herkenham et al., 1991).

De acuerdo con el circuito clasico de los GB, los efectos producidos por la estimulacion
somatica y bajo el efecto del cannabinoide, coinciden con la funcién descrita para la via
directa e indirecta. Sin embargo, para comprobar que con la activacion del RCB1 lo que se
pierde es la actividad de la via directa, manipulamos optogenéticamente la via directa (DLS-
CreD1-SNr) e indirecta (Sth-SNr). Al activar la via directa predominaron las respuestas
inhibitorias (Figura 14) y con la estimulacion de la via indirecta las respuestas excitatorias
(Figura 16). Con la administracion del agonista CB1, también observamos que las respuestas
inhibitorias evocadas por la estimulacion de la via directa fueron abolidas, pero las respuestas

evocadas por la via directa se mantuvieron.

En conjunto nuestros resultados indican que la estimulacion somatosensorial produce
respuestas complejas caracterizadas por incrementos y decrementos en la actividad neuronal
de la SNr, que reflejan la recurrencia de ambas vias. La activacion del RCB1 produce un
desbalance entre la actividad de la via directa e indirecta, eliminando preferentemente la
participacion de la via directa, y esto genera una hiperactividad de la SNr ante la estimulacion
somatosensorial. Las respuestas evocadas por la estimulacion somatosensorial encontradas
en la SNr fueron muy similares a lo que encontré recientemente Antonazzo, Gutierrez-
Ceballos, Bustinza, Ugedo, & Morera-Herreras (2019), también con registros
electrofisiologicos de la SNr, realizados en ratas anestesiadas pero con la estimulacion
eléctrica de las cortezas premotora y motora. Al igual que nuestros resultados, ellos
encontraron respuestas excitatorias e inhibitorias ante las estimulaciones corticales, y con la
administracion de agonistas cannabinoides se perdié principalmente el componente
inhibitorio.

Nuestros datos podrian responder la hip6tesis planteada por Sales-Carbonell et al.,
(2013), en la que relacionan que la activacion del RCB1 en las terminales de la via directa
esta asociada a una hiper sincronia de la actividad tdlamo-cortical, la cual sugieren sea la
responsable de generar una alta sensibilidad sensorial durante el consumo recreativo de

marihuana, puesto que con nuestro método experimental encontramos que bajo el efecto de
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los cannabinoides, un estimulo somatosensorial produce un incremento en la actividad
neuronal de la SNr. Por otro lado, debido al papel fundamental que tienen los ganglios
basales en la integracion de la informacion sensoriomotora para la manifestacion de una
accion (Sippy et al., 2015), y al encontrar que los cannabinoides producen un incremento de
la actividad neuronal de la SNr ante la estimulacion somatosensorial, que en consecuencia
incrementaria el tono inhibitorio a sus nucleos objetivo, principalmente el talamo motor,
hipotetizmos que la administracion de cannabinoides en animales en libre movimiento

produciria una inhibicion de la locomocion o de los pardmetros cineméticos del movimiento.

CONCLUSIONES

La estimulacién somatosensorial evoca activaciones e inhibiciones transitorias en la actividad
neuronal de la SNr, los incrementos en la tasa de disparo se relacionarian con la activacion

de la via indirecta y los decrementos con la via directa.

La administracion sistémica del agonista CB1 produce un desbalance entre la actividad de la
via directa e indirecta en la SNr, lo que produce un incremento en la actividad de la SNr.
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