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1. RESUMEN

Las interneuronas fast spiking (FSI) son un grupo de interneuronas
GABAérgicas gque proveen una importante inhibicion de tipo “feed-forward” hacia las
neuronas estriatales y expresan la proteina queladora de calcio, parvalbumina (PV).
Estas reciben inervacion cortical y talamica, ademas de estar acopladas por sinapsis
quimicas y eléctricas entre ellas, volviéendose elementos criticos en el
procesamiento estriatal. Es sabido que la dopamina (DA) despolariza a estas
interneuronas a través de receptores clase D1, sin embargo, a la fecha no hay
ningun estudio acerca del efector molecular final de este fenémeno. Uno de los
posibles candidatos son los canales de Ca?*, sin embargo, ningin estudio ha
determinado la presencia de estos canales en interneuronas FSI ni sobre los efectos
de la DA sobre ellos. El objetivo de este estudio es entonces determinar la presencia
de los canales de Ca2+ en las FSI y las acciones de la DA sobre ellos. Para
determinar esto, realizamos registros de fijacion de voltaje en célula entera de FSI
disociadas agudamente en ratones transgénicos PV-Cre. Fueron identificados los
canales de Ca?* presentes en el soma de las FSI: Cavl, Cav2.1, Cav2.2, Cav2.3
and Cav3, siendo el canal Cavl el que mas aporta a la corriente global de Ca?*.
Utilizando el agonista selectivo de los receptores dopaminérgicos de la clase Ds,
SKF — 81297 (SKF), se encontré que la activacion de este receptor provoca un
aumento en las corrientes de Ca?*. El bloqueo del canal Cav1 suprimi6 los efectos
de la DA sobre las corrientes de Ca?*, sugiriendo que éste es el Ginico canal de Ca?*
que es modulado por la DA. En rebanadas de cerebro, la aplicacion de SKF provoca
un aumento en la frecuencia de disparo y de la rheobase. En experimentos de
imagenologia de Ca?* se mostré que la activacion del receptor D1 provoca el
aumento en la actividad de las FSI en el microcircuito estriatal. EI bloqueo de los
Cavl con nicardipina disminuyo el aumento de la actividad provocada por el SKF
aungue ésta no llego a niveles del control. Se concluye que la activacion del receptor
D: en las FSI provoca un aumento en las corrientes de Ca?* Cavl, y que estas

corrientes contribuyen al aumento en la actividad de estas interneuronas.



1.  ABSTRACT

Striatal fast-spiking interneurons (FSI) are a subset of GABAergic cells that express
the calcium-binding protein, parvalbumin (PV). They provide feed-forward inhibition
to striatal projection neurons (SPNSs), receive cortical, thalamic and dopaminergic
inputs and are coupled together by electrical and chemical synapses, thus
functioning as important components of the striatal circuitry. It is known that
dopamine (DA) depolarizes FSI via D1-class DA receptors. However, no studies
about the molecular effectors underlying these actions have been defined. Hence,
in this study, we set to determine the nature of the ion channels involved in DA’s
actions by studying Ca?* currents.

Whole-cell recordings in acutely dissociated and identified FSI from PV-Cre
transgenic mice were used to show that FSI express an array of voltage- gated Ca?*
channel classes: Cavl, Cav2.1, Cav2.2, Cav2.3 and Cav3. However, the Cavl Ca?
channel was shown to carry most of the Ca?* currents in FSI. Activation of a D1-like
class of DA receptors by the Di-receptor selective agonist SKF-81297 (SKF)
enhanced whole-cell Ca?* currents through Cavl channel modulation. Our study
shows that previous block of Cavl channels with nicardipine occludes the actions of
SKF, suggesting that no other Ca?* channel is modulated by Di-receptor activation.
Bath application of SKF to brain slices increased the firing rate and activity of FSI,
as measured with both whole-cell and Ca?* imaging recordings. These actions were
reduced by nicardipine. In conclusion, our study highlights the role of Cavl Ca?*
channels in DA modulation of FSI. Under this scheme, the facilitatory actions of DA

on FSI are partly due to positive modulation of Cavl Ca?* channels.



2. INTRODUCCION

2.1. Los ganglios basales

Los ganglios basales (GBs) son un grupo de nudcleos subcorticales
involucrados en el procesamiento motor, funciones cognitivas, emocionales,
seleccion de acciones y toma de decisiones. Forman una red que integra la
informacion proveniente de la corteza, del tAlamo y del tallo cerebral (Bolam et al.,
2000; Lévesque et al., 2003). Este grupo de ndcleos actian como interfase entre el
sistema motor y el sistema limbico (Smith et al., 1998). En cuanto al sistema motor,
los nucleos considerados controladores de comandos motores son: el neoestriado
o caudado-putamen (NSt), el globo palido externo (GPe), el nucleo subtalamico
(NST), el globo palido interno (GPi), la sustancia nigra pars reticulata (SNr) y la
sustancia nigra pars compacta (SNc) (Bolam et al., 2000, Wichmann y DelLong,
2003). De acuerdo con los modelos computacionales, se puede categorizar a los
GBs como dos subsistemas relacionados. Primero, el eje principal que corresponde
a las estructuras que codifican la informacién del talamo y corteza a los centros
motores. Segundo, los moduladores que ajustan la actividad de los GBs y modulan
el flujo de informacion corticoestriatal como la acetilcolina o la dopamina (Deffains
et al., 2016).

El neoestriado es el mas grande y principal nucleo de entrada de los
ganglios basales. Este procesa las entradas aferentes de la corteza y del tAlamo e
integra esa informacion junto con la modulacién de diversos neuromoduladores para

comandar el comportamiento motor (Parent & Hazrati, 1995).
2.2. El microcircuito estriatal.

2.2.1.Las neuronas espinosas medianas.

La actividad del ndcleo estriado se procesa a través de microcircuitos
conformados por neuronas espinosas medianas (NEM) y diversos tipos de

interneuronas (Pérez-Ortega et al., 2016; Tepper et al., 2018). Las NEM conforman
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el 95 % de la poblaciéon estriatal. Estas neuronas GABAérgicas procesan las
entradas sinapticas corticales, talamicas y de otros nucleos de los GB hacia los
ndcleos de salida a través de, entre otras, dos vias principales: la via directa y la via
indirecta (Smith et al., 1998; Kravitz, et al., 2010). Las neuronas de la via directa
expresan el receptor a dopamina (DA) clase D1 (tipos D1y D5) y, junto con el &cido
gamma aminobutirico (GABA), co-expresan y co-liberan sustancia P y dinorfina.
Esta subpoblacion neuronal proyecta sus axones directamente hacia los nucleos de
salida: el GPiy la SNr (Gerfen, et al., 1990; Surmeier et al., 1995; Hernandez-Lopez
et al., 1997). Las neuronas de la via indirecta expresan el receptor a DA clase D2
(tipos D2, D3y D4) y ademés del acido y-aminobutirico (GABA), co-expresan y co-
liberan encefalinas; asimismo proyectan al GPe (Hernandez-Lopez et al., 2000).
Debido a que no proyectan directamente a los nucleos de salida, se les denomina
neuronas de la “via indirecta”, pues subsecuentes relevos sinapticos adicionales
son necesarios para llegar al GPiy a la SNr (Gerfen et al., 1990, Smith, et al., 1998;
Kravitz, et al., 2010; Tepper et al., 2010; Tepper, et al., 2018).

La actividad global y sostenida de cada una de las vias muestra efectos
contrarios en el organismo (Kravitz, et al., 2010, 2012): cuando la via directa es
activada, las NEM de esta via (ANEM) inhiben a los nacleos de salida (GPi/SNr) que
disminuyen su disparo tonico. Esto provoca una desinhibicion de los circuitos
talamo-corticales que controlan los movimientos voluntarios o dirigidos a un objetivo,
y se activan los circuitos del puente y del tallo cerebral que controlan el tono
muscular y la actividad de los centros generadores de pautas. La via directa, por lo
tanto, genera el movimiento. Por otro lado, cuando se activan las neuronas de la via
indirecta (INEM), éstas inhiben a las neuronas tonicas del GPe. Al inhibir este
nucleo, el NST es liberado de esa inhibicion, provocando una excitacion del GPi y
del SNr. Por lo tanto, se inhiben los circuitos talamo-corticales que controlan los
movimientos voluntarios y dirigidos. También son inhibidas las neuronas de tallo
cerebral, circuitos del puente y la actividad de los centros generadores de pautas,
provocando el cese de los movimientos (Smith, et al., 1998; Kravitz, et al., 2010,
2012; Takakusaki, et al., 2004). Aunque este modelo se considera predominante en

el campo, también se ha propuesto que la manera en la que se genera el movimiento
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es a través de un fino balance entre ambas vias (Tecuapetla et al., 2014). Este
altimo modelo sugiere que la actividad conjunta y en coordinacion de estas dos vias
es necesaria para la correcta ejecucion, seleccion e iniciacion de los movimientos
(Cui et al., 2013; Tecuapetla et al., 2014).

2.2.2.Las interneuronas estriatales: orquestadoras de la actividad

estriatal.

Como se coment6 anteriormente, las NEM comprenden alrededor del 95%
de la poblacion neuronal, el otro 5 % lo componen una variedad de interneuronas,
en las que se encuentran las gigantes colinérgicas (0.5 ~ 1%) y una variedad de
neuronas GABAérgicas (3 ~ 4 %) (Tepper et al., 2010b, 2018). Las interneuronas,
a pesar de ser escasas en numeros en comparacion con las NEM, juegan un papel
esencial en la funcion estriatal. De entre todas las interneuronas, las mas estudiadas
son las colinérgicas, NPY y fast spiking (FSI). Las interneuronas colinérgicas (ChAT)
representan el Unico tipo no GABAEérgico de interneurona estriatal. Se piensa que
juegan un papel fundamental en el circuito de recompensa y en la modulacion en
general, ya que reciben inervacion de corteza, tdlamo y GPe, ademas de entradas
dopaminérgicas provenientes de la SNc (Aosaki, et al., 1994; Klug et al., 2018;
Tepper & Bolam, 2004). Las ChAT ejercen el control nicotinico y muscarinico sobre
diversas interneuronas estriatales, aunque las NEM sOlo expresan receptores
muscarinicos, a pesar de lo cual, se sabe que juegan un papel fundamental en la
respuesta sindptica de las NEM ajustando su excitabilidad (Pérez-Ramirez et al.,
2015). Las ChAT son neuronas ténicas, que liberan acetilcolina en ausencia de
entradas sinapticas, por lo tanto, proveen una liberacién constante de acetilcolina
que contribuye a mantener las propiedades de toda la red estriatal en reposo y en
activo. Ademas, hacen sinapsis con otro tipo de interneuronas GABAEérgicas,
modulando asi a toda la red estriatal (Tepper & Bolam, 2004; Elghaba et al., 2016;
Faust et al.,, 2016; Owen, et al., 2018). Otro tipo de interneurona, en este caso
GABAérgica, expresa los péptidos neuropéptido Y (NPY), somatostatina y oxido
nitrico sintasa. Esta clase de interneurona tiene 3 sublcases. Una tipo FSI, otra de

adaptadoras rapidas (FAI) y otra caracterizada por presentar espigas de calcio de
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bajo umbral (low threshold spikes (LTS)), o un plateau de calcio prolongado (Munoz-
Manchado et al., 2014; Tepper & Bolam, 2004). Estas interneuronas proveen
inhibicion hacia las NEM y otras interneuronas y reciben entradas desde la corteza
y el tdlamo (Arias-Garcia et al., 2018). Las interneuronas ChAT proveen modulacion
sobre ellas. Cabe sefialar que, cuando son desprovistas de DA, estas neuronas
cambian su tipo de disparo a uno oscilatorio, haciéndolas potencialmente
importantes en patologias como PD (Tepper & Bolam, 2004; Elghaba et al., 2016;
Faust et al., 2016).

El tipo de interneuronas que abordamos en este trabajo de tesis son las de
disparo rapido o fast spiking (FSI), las cuales se definirdn con mas detalle en la

siguiente seccion.
2.3. Interneuronas Fast Spiking.

Las FSI son una subpoblacién de interneuronas GABAérgicas que se
caracterizan por poder disparar a frecuencias muy altas, ademas de contener
diversos marcadores moleculares necesarios para establecer su correcto
funcionamiento: 1) el quelante de calcio parvalbamina (PV), que se cree ayuda en
el fino control del disparo neuronal y de las rafagas (Orduz et al., 2013), 2) la enzima
GAD-67 sintetizadora de GABA y 3) la expresion del canal de potasio Kv3.1 de la
familia Shaw, también necesario para el control del disparo y para alcanzar
frecuencias altas (Lenz et al., 1994; Kawaguchi et al., 1995; Monyer & Markram,
2004; Plotkin et al., 2005). La inhibicion provista por estas interneuronas es esencial
para la correcta funcion estriatal, ya que estan asociadas a la integracion de
ensambles neuronales, cognicion, aprendizaje de procedimiento, desarrollo motor y
adicciones (Koo6s & Tepper, 1999; Ramanathan et al., 2002; Sohal et al., 2009;
Tepper et al., 2010; Berke, 2011; Pérez-Ortega et al., 2016; Xu, et al., 2016; Yamada
et al., 2016; Owen et al., 2018). Estan distribuidas en diferentes nicleos como en la
corteza, el hipocampo y el estriado (Tepper, et al., 2004). La mayoria son de tamafio
mayor, comparado con las NEM (Tepper et al., 2010). Sus dendritas se extienden
en un diametro de hasta 200 — 300 um desde el soma. Su axon es ramificado y

denso. En las dendritas, las FSI tienen uniones comunicantes dendro-dendriticas,
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las cuales pueden coordinar el disparo de muchas de ellas y controlar de manera
mas especifica a las NEMs (Russo, et al., 2013).

Ademas de su rol fundamental en el funcionamiento del microcircuito
estriatal, las FSI estan relacionadas con diversas enfermedades mentales, tales
como el desorden del espectro autista (ASD, por sus siglas en inglés) o el sindrome
de Tourrete (Rapanelli, et al., 2017). Individuos con el sindrome de Tourette tienen
de 50-60% menor cantidad de interneuronas PV+y ChAT+ que individuos normales
(Kalanithi, et al., 2005; Katakoa, et al., 2010). Por otro lado, se ha descrito que
eliminar selectivamente ~50% de estas interneuronas, produce un comportamiento
estereotipado de ansiedad y déficit social muy marcado en ratas macho (Rapanelli,
et al., 2017).

2.3.1. Caracteristicas electrofisiologicas.

Las FSI son facilmente reconocibles por sus caracteristicas
electrofisiolégicas. La mayoria es silente en reposo y presentan un potencial muy
hiperpolarizado (< -70 mV); disparan rafagas de potenciales de accién (menores a
0.5 ms) a frecuencias que pueden alcanzar hasta 400 Hz con inyecciones de
corriente, ademas de presentar muy poca adaptacién. Presentan también
potenciales hiperpolarizantes amplios, una baja resistencia de entrada, una relacién
corriente-voltaje relativamente lineal y rectificacion antes pulsos hiperpolarizantes
de corriente (Kawaguchi, et al., 1995; Koés y Tepper, 1999, 2002; Bracci, et al.,
2003; Tepper, et al., 2010). Otra caracteristica es que estas neuronas presentan
oscilaciones sub-umbrales de membrana en los periodos de reposo, entre las
rafagas de disparos, cuando son despolarizadas hasta los -50 mV. Estas
oscilaciones son independientes de Ca?*, pero son abolidas en presencia de
tetradotoxina (TTX), indicando que algunas conductancias de Na* son necesarias
para su generacion (Bracci, et al., 2003). Entre otros canales, la presencia del canal
Kv3 ayuda a repolarizar rapidamente al potencial de accion y alcanzar y mantener

las altas frecuencias de disparo (Erisir et al., 1999).
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2.3.2.Conectividad aferente y eferente.

Uno de los principales blancos de estas interneuronas FSI son las NEMs.
Sus botones sinapticos rodean a las NEMs a manera de cestas en el somay a lo
largo de las dendritas proximales y, de esta manera, proveen una importante y
poderosa accion inhibitoria. Con un solo disparo, las FSI son capaces de retrasar o
incluso inhibir la generacidon de potenciales de accion de las NEMs de ambas vias
(Bennett & Bolam, 1994; Koos & Tepper, 1999; Ramanathan et al., 2002; Gittis et
al., 2010; Tepper et al., 2010; Klaus et al., 2011; Szydlowski et al., 2013). Por otro
lado, se ha encontrado que las FSI no proyectan a interneuronas ChAT o LTS,
Unicamente a las NEM y a ellas mismas (Szydlowski et al., 2013; Straub, et al.,
2016). Sin embargo, entre ellas, las FSI estan conectadas por uniones
comunicantes, por lo que se cree que pueden sincronizarse ante eventos
especificos o suprimir la actividad de las FSI en la red al remover disparos
asincronicos. También se cree que puedan funcionar como filtros ante distintas
frecuencias (Zhang et al., 2014) delineando el tamafio de los ensambles neuronales
(Owen et al., 2018).

La corteza cingulada, motora primaria y secundaria y la corteza
somatosensorial son las principales innervaciones corticales a las FSI estriatales
(Klug et al., 2018). Inervan directamente en el pericarion y las dendritas a través de
sinapsis asimétricas (Bennett & Bolam, 1994; Ramanathan et al., 2002; Tepper et
al., 2010). Esta propiedad provee un mecanismo de inhibicion feed-forward,
incrementando la selectividad de las respuestas de las NEMs a entradas corticales,
asi como en el procesamiento de la informacion corticoestriatal (Fino & Venance,
2010; Tritsch & Sabatini, 2012; Klug et al., 2018). Ademas de la corteza, el tdlamo
también proyecta hacia estas interneuronas. Los nucleos parafasciculares y el
nacleo reticular talamico son los nucleos talamicos con mayores entradas a las FSI
(Assous et al., 2017; Klug et al., 2018; Arias-Garcia et al., 2018). De entre los GB,
el GPe es el Unico que proyecta a las FSI estriatales, provocando IPCS robustos
cuando se estimulan la via palidoestriatal (Klug et al., 2018). Todos estos datos

sumados muestran que las FSI estan implicadas en la integracion sensorial y motora
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proveniente del tadlamo, corteza y GPe. Es posible pensar que la informacion
taldmica y cortical es integrada por estas interneuronas y transmitida a las NEM a
través de inhibicién de grupos de NEM o bien al sincronizar diferentes grupos de
ellas (Owen et al., 2018).

2.4. Los moduladores de la actividad estriatal.

2.4.1.La dopamina

La DA es una de las catecolaminas méas abundantes de todo el cerebro. La
importancia de esta molécula radica en la enorme cantidad de procesos que
modula. Tanto en sistema periférico como en el sistema nervioso central, la DA
ejerce sus acciones a traves de 5 receptores: D1, D2, D3, D4, D5 codificados en el
humano por los genes DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 y DRDS5, respectivamente
(Vallone et al., 2000). Las acciones de la DA en el organismo son variadas y
extensas, ya que participa en: el movimiento voluntario, la regulacién del suefio, la
regulacion hormonal, la regulacion simpatica asi como en la vision, el olfato, el
afecto, la atencién, la memoria, la recompensa, la alimentacién, etc. (Beaulieu, et
al., 2014). Todos los receptores a DA (DAR) son miembros de la familia de
receptores de 7 dominios transmembranales acoplados a proteinas G, los cuales se
pueden subdividir en receptores clase D1, acoplados a una proteina G tipo s/olf o
de clase D2, asociados a una proteina G tipo i/0. La estimulacion canonica de los
D1R en las NEM activa la adenilato ciclasa (AC) que incrementa la concentracion
de cAMP intracelular. Este aumento estimula a la proteina cinasa A (PKA) que
fosforila canales de Ca?" de la subfamilia Cavl, aumentando la excitabilidad
(Galarraga et al., 1997; Hernandez-Lopez et al., 1997). Por otro lado, los D2R
inhiben a la AC, disminuyendo la cantidad de cAMP intracelular (Missale et al.,
1998). En las NEM, los D2R también activan a la fosfolipasa C (PLC). Esta inicia
una cascada de sefalizacién que termina con la activacion de la proteina fosfatasa
2B (PP-2B) que desfosforila canales de Ca?* tipo Cavl y, por lo tanto, se reduce la
excitabilidad neuronal (Hernandez-Lopez et al., 2000). En el caso de las ChAT, la
DA modula las corrientes de calcio al regular las propiedades de disparo asi como

el curso temporal y forma de los potenciales de accién (Bennett et al., 2000). Por su
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parte, las FSI estriatales expresan los receptores a DA de tipo D5 (clase D1) (Bracci,
et al., 2002). La activacibn de estos receptores provoca una despolarizacion
acompafiada de potenciales de accion en el estriado (Bracci, et al., 2002; Centonze,
et al., 2002), corteza prefrontal (Gorelova et al., 2002; Kroner et al., 2007) y en la
amigdala (Kroner et al., 2006). En la presinapsis inhibe la liberacion de GABA a
través de la activacion de los receptores D2 (Bracci, et al., 2002) y la aumenta a
través de receptores D1 (Nava-Asbell, et al., 2007; Cruz-Trujillo, et al., 2013;
Briones-Lizardi, et al., 2019).

2.4.2.Otros neuromoduladores estriatales.

Las FSI son igualmente moduladas por la acetilcolina (ACh). La aplicaciéon
de ACh reduce los IPSPs de las FSI sobre las NEM a través de la activacion de
receptores muscarinicos. Por otro lado, se encontr6 que la ACh produce una
excitacion sobre las FSI a través de la activacion de los receptores nicotinicos. Esta
excitacion es suficiente para provocar potenciales de accion (PA) en FSI
previamente silentes y es independiente de receptores de glutamato, ya que los
blogueadores de los mismos no provocan disminucion en la respuesta (Koos &
Tepper, 2002).

2.5. Canales de Ca®*

Los canales de calcio activados por voltaje (VGCC por sus siglas en inglés)
son canales que responden a una despolarizacion de la membrana, abriéndose y
permitiendo el paso de cationes al interior de la célula. Se han identificado 5 grandes
familias de canales de Ca?* que se pueden agrupar en dos categorias: los canales
de Ca?* de alto umbral (HVA por sus siglas en inglés) y los canales de Ca?* de bajo
umbral (LVA) (Catteral, 2011; Simms & Zamponi, 2014; Nanou & Catteral, 2018).
Todos los HVA tienen caracteristicas en comun: Se activan a potenciales
relativamente despolarizados (alrededor de 0 ~ 10 mV, dependiendo el tipo celular);
tienen una alta selectividad a Ca?* en condiciones fisiol6gicas; son permeables no
solo a Ca?*, sino también a Ba?* y Sr?*; presentan el fendmeno de fraccion molar

an6mala; son blogueados por Cd?* y Co?* y se vuelven permeables a Na* si no hay
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Ca?* presente (Nowycky, et al., 1985; Catterall, et al., 2005; Catterall, 2011; Shuba,
2014). La principal caracteristica de los canales LVA es su capacidad de activarse
a potenciales relativamente hiperporalizados (cerca del potencial de reposo),
recuperarse rapidamente de la inactivacion y cerrarse lentamente produciendo
prominentes colas de corriente (Nowycky, et al., 1985; Pérez-.Reyez, 2003).
Asimismo a través de la generacion de picos de bajo umbral, pueden llevar a la
generacion de rafagas y oscilaciones (Pérez-Reyes, 2003). Los canales HVA estan
formados por 3 subunidades: la subunidad a formadora del poro, y las subunidades
By & de anclaje, estos incluyen a los canales de Ca?* Cavl, Cav2.1. Cav2.2'y Cav2.3.
Los canales LVA constituyen a los canales Cav3 y aparentan faltar de subunidades
(Catterall, et al., 2005). Los canales de Ca?*tipo Cavl se distinguen por tener una
inactivacion lenta, una activacion a potenciales relativamente despolarizados y ser
sensibles a dihidropiridinas (también llamados tipo L de “long-lasting currents)
(Catterall, et al., 2011). Por su parte, los canales Cav3 se activan a potenciales
mucho més hiperpolarizados (alrededor de -60 ~ -50 mV en neuronas), se inactivan
rapidamente y tienen una lenta desactivacion (denominados tipo T por “transient” o
“Tiny”) (Nowycky, et al., 1985; Pérez-.Reyez, 2003; Shuba, 2014). Los canales
Cav2.2 o tipo-N (por “non-L, nor-T” o “neuronal”) fueron inicialmente distinguidos de
los Cavl y Cav3 por su dependencia de voltaje intermedia, no tan hiperpolarizada
como los Cav3, ni tan despolarizada como los Cavl. Son sensibles a w-conotoxina
GVIA. Los canales Cav2.1 fueron registrados por primera vez en neuronas de
Purkinje (tipo P de Purkinje) y se distinguen por tener sensibilidad a la toxina w-
agatoxina IVA (Catterall, 2011). Otros canales con afinidad menor a la toxina w-
agatoxina IVA fueron identificados (tipo Q), sin embargo, ya que se originan por
splicing alternativo de los canales tipo P, la clasificacion es conjunta (canales tipo
P/Q) (Bourinet et al. 1999). Los canales CaV2.3 son insensibles a la mayoria de los
péptidos bloqueadores de Ca2+, sblo son sensibles al SNX-482 de la tarantula

Hysterocrates gigas (Newcomb, et al., 1998).

Cada uno de los canales juega un papel primordial en el la fisiologia de la

neurona. La entrada de Ca?* inicia una cascada de respuestas fisiolégicas que
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dependiendo del tipo de célula y canal de Ca?* que se trate, promovera diferentes
respuestas (Catterall, 2011). Por ejemplo, en las células del musculo cardiaco la
entrada de Ca?* a través de los canales Cavl, promueve la contraccion y relajacion
al modular la concentracién de Ca?* intracelular (Bers, 2002). En neuronas
espinosas medianas el bloqueo del canal Cavl provoca una disminucion en la
frecuencia de disparo y un colapso en la curva IF (Pérez-Garci, et al., 2003). Este
canal por tanto modula directamente la frecuencia de las neuronas. En el caso de
los canales Cav2.1 y Cav2.2 se ha encontrado que modulan la liberacién de
neurotransmisores en el hipocampo (Wheeler, et al.,, 1994; Simms & Zamponi,
2014), en sinapsis corticoestriatales (Bargas, et al., 1998) y en interneuronas FSI
corticales (Zaitsev, et al., 2007). En el estriado se ha observado que estos canales
modulan la frecuencia, ya que al bloquearlos se da un aumento en la frecuencia de
disparo (Pérez-Garci, et al., 2003). A los canales Cav3 se han asociado con el
disparo en marcapasos, la generacién de rafagas y disparos repetitivos (Pérez-
.Reyez, 2003; Catterall, et al., 2011; Shuba, 2014). Por ultimo, a los canales Cav2.3
(Tipo R de “residual”) se les ha asociado con liberacion de neurotransmisores y
corrientes de Ca?* en dendritas (Catterall, 2011). Como se observa, los canales de
Ca?* tienen un papel fundamental en el correcto funcionamiento de las neuronas.
Entender su funcionamiento, asi como identificar las neuronas que los expresan y
la corriente relativa de cada uno, conlleva a un mejor entendimiento del microcircuito
neuronal, asi como el posible desarrollo de farmacos que actien sobre estos

canales, como los antiepilépticos (Rajakulendran & Hanna, 2016; Shi, et al., 2016).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La importancia de las interneuronas FSI en el microcircuito estriatal y en
diversas enfermedades, es vital. Por ende, es necesario entender la manera en la
gue son moduladas asi como la manera en la que influyen en la dinamica del
estriado. De aqui se deriva que conocer los tipos de canales de Ca?* que expresan,
asi como el blanco molecular de la modulacién dopaminérgica, ayudara a entender

mejor la dinamica de estas interneuronas en condiciones fisioldgicas y patolégicas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Sujetos experimentales

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con las normas
técnicas y de produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO0-
1999), de la guia del Instituto Nacional de Salud (NIH por sus siglas en inglés, NIH
Publication No. 8023, revisado en 1978) y del comité de bioética del Instituto de
Fisiologia Celular (UNAM, FTA03-14). Se utilizaron ratones de la linea B6;12P2-
Pvalbtmi(cre)Arbr/J (PV-Cre; Silvia Arber, Friederich Miescher Institute; Jackson Labs,
stock # 008069) denominados ratones PV+, para fines de simplificacién. Los sujetos
experimentales fueron alojados en cajas (4-5 ratones por caja) y mantenidos
durante un periodo de Luz/Oscuridad de 12:12 horas con una temperatura de 20 —
21°C. Todos los animales tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum. Con el fin
de identificar a las interneuronas PV+, los ratones transgénicos PV-Cre (postnatal
21) fueron anestesiados i.p. con una mezcla de ketamina (Bayer, 75 mg/kg) y
xilacina (Bayer, 10 mg/kg) y con el uso de un estereotaxico (coordenadas relativas
a bregma: anteroposterior: +0.9, lateral: + 2.8 y ventral 5.8) se les inyect6
intraestriatalmente alguno de los siguientes constructos virales (Universidad de
Pennsylania Vector Core): AAV2/1.CAG.Flex.tdTomato.WPRE.Bgh (Honguki Zeng)
se usoO para identificar las neuronas PV+ durante los registros de célula completa
en neuronas disociadas agudamente. El constructo
AAV1.Syn.Flex.GCaMP6f.WPRE.SV40 (Chen et al., 2013) se us6 para los registros
de imagenologia de calcio y el constructo AAV1.CAG.Flex.eGFP.WPRE.bGH (Allen
institute) para los registros electrofisiol6gicos de fijacion de corriente en rebanadas
de cerebro. Las coordenadas relativas a bregma fueron las siguientes: AP=0.9, ML
=+ 1.2, DV = -3. El volumen total de virus inyectado fue de 0.8 pl por un periodo de
10 minutos (Figura 1A). Los animales fueron monitoreados por dos semanas para
asegurar su completa recuperacion y expresion de la proteina fluorescente (Figura
1B).
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4.2. Preparacion de neuronas disociadas y rebanadas de
cerebro

Las rebanadas de cerebro y las neuronas agudamente disociadas fueron
obtenidas y registradas como se describe en trabajos anteriores (Bargas et al.,
1994; Perez-Burgos et al., 2008, 2010; Hernandez-Gonzalez et al., 2014).
Brevemente, los ratones PV-Cre fueron anestesiados con una mezcla de xilacina
(15 mg/kg i.p. Rompun, Bayer) y ketamina (85 mg/kg i.p. Anesket) para ser
decapitados. Sus cerebros fueron removidos y sumergidos en una solucion salina
que contenia (en mM): 126 NacCl, 3 KCL, 26 NaHCOs, 2 CaClz, 1 MgClz, 11 glucosa,
0.2 tiourea y 0.2 de acido ascorbico (25°C; pH: 7.4 con HCL, 300 £ 5 mOsm/|l con
glucosa y saturada con 95% Oz y 5% CO3). Utilizando un vibratomo (1000 Classic,
Warner Instruments, Hamden, USA) se obtuvieron rebanadas sagitales de 300 pm
de grosor, las cuales fueron transferidas a la misma solucién salina por 1 hora a
34°C. Cuando los registros fueron hechos en rebanadas de cerebro, fueron
transferidas a una camara y perfundidas a 5 ml/min con solucién salina saturada
con 95% de Oz y 5% CO2. Cuando los registros fueron hechos en neuronas
disociadas, el estriado dorsal fue disectado de las rebanadas y puesto en una
solucion salina que contenia: 10 mM de HEPES y 0.5 mg/ml de papaina (Carica
papaya) (Calbiochem, Cat # 5125. San Diego. Ca) a 34°C. Después de 20 — 25
minutos de digestion enzimética, los estriados fueron transferidos a una solucién
salina con bajo calcio (0.4 mM CaCl2). Las neuronas disociadas se obtuvieron
mecanicamente con el uso de pipetas Pasteur de diferente didmetro. El
sobrenadante (1 ml) fue puesto sobre una caja de Petri, el cual fue montado en un
microscopio invertido (Nikon Instruments, Melville, NY, 20x/0.4 NA). Se permiti6 la
adhesion de las células a la base de la caja de Petri durante 10 a 15. La caja de
Petri contenia: 1 ml de solucion salina de registro (en mM): 0.001 tetrodotoxina
(TTX), 140 NacCl, 3 KClI, 5 BaClz, 2 MgCl2, 10 HEPES y 10 de glucosa (pH: 7.4 con
NaOH; 300 + 5 mOsm/I con glucosa). Las neuronas tdTomato positivas fueron

visualizadas con una lampara UV (X-Cite; EXFO, Ontario, Canada).
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4.3. Registros de fijacion de voltaje de corrientes de
calcio

Los registros de fijacion de voltaje fueron realizados en interneuronas
estriatales PV+ con un diametro de 10 — 12 uM y una capacitancia de 6 — 7 pF con
pocas o ausentes dendritas (Perez-Burgos et al., 2010; Hernandez-Gonzalez et al.,
2014). Las pipetas de cristal de borosilicato para patch clamp (WPI, Sarasota, FL,
USA) fueron estiradas con ayuda de un puller (Flaming-Brown, Sutter Instrument
Corporation, Novato, CA, USA) y pulidas con una microforja. La solucién interna
estuvo compuesta de (en mM): 180 N-metil-D-glucamina (NMDG), 40 HEPES, 10
EGTA, 4 MgClz, 2 ATP, 0.4 GTP y 0.1 leupeptina (pH= 7.2 con H2SO4; 280 £ 5
mOsm/I; temperatura ambiente de 25 °C). Se utilizaron electrodos con una
resistencia de 3—6 MQ en el bafio. Los potenciales de union fueron corregidos antes
de los registros. Los registros de las corrientes de calcio fueron obtenidos con un
amplificador (Axon Instruments, Foster City, CA, USA, modelo 144a), controlados y
registrados con pClamp (versién 8.2, RRID: rid_000085) y una interfaz DMA a 125
kHz (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Las corrientes registradas
corresponden a iones Ba?* fluyendo a través de canales de Ca?*, como se ha
descrito en articulos previos (Bargas et al.,, 1994; Perez-Burgos et al., 2010;
Hernandez-Flores et al., 2015). El ion Ba?*, ademas de fungir como acarreador de
carga, es un potente bloqueador de los canales de K*. EI K* intracelular fue
reemplazado por 180 mM de NMDG. Las corrientes de Na* fueron bloqueadas con
1 puM de TTX. Las corrientes aisladas de esta manera fueron bloqueadas
completamente con 200 mM de Cd 2* (fig. 1 F) mostrando que son corrientes a
través de los canales de Ca?*. Por simplicidad, nos referiremos a estas corrientes
como corrientes de Ca?*. La relacién corriente-voltaje o curva IV, fue generada antes
y después de cada farmaco. La figura 1C muestra una corriente de Ca?* evocada
por comandos rectangulares de voltaje de -80 a -50 mV de 200 ms, con pasos de
10 mV de manera creciente. La figura 1D muestra una respuesta de Ca?
representativa a una rampa de voltaje (0.7 mV/ms) desde -80 a 50 mV. Cuando

coinciden ambos protocolos, es de suponer que las técnicas son complementarias
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y que existe un control espacial aceptable del voltaje (Fig. 1F). Por claridad, sélo se

mostraran corrientes provocadas por rampas de voltaje.
4.4. Registros de fijacion de corriente en rebanadas de
cerebro

Los registros obtenidos bajo fijacion de corriente fueron realizados con la
variante de célula entera en interneuronas PV+ identificadas de ratones PV-Cre de
14 a 28 dias posterior a la inyeccion del virus. Se obtuvieron rebanadas sagitales
de 230 — 300 pM de grosor con ayuda de un vibratomo (1000 Classic, Warner
Instruments, Hamden, USA). Las rebanadas fueron transferidas a una camara de
registro con un flujo continuo de solucion salina saturada con oxigeno (5 ml/min) a
temperatura ambiente (~25°C). Las interneuronas estriatales fueron identificadas
utilizando iluminacién de epifluorescencia, visualizadas con videomicroscopia de
contraste de interferencia infraroja con un objetivo de inmersion de 40X (0.8 NA;
Nikon Instruments, Melville, NY). Las micropipetas de registro de borosilicato (WPI,
Saratosa, FL, USA) con diametro externo de 1.5 mm, fueron pulidas con una
microforja (Sutter Instrument, Novato, CA, USA) a una resistencia final de 4 — 6 MQ.
Se llenaron con solucion interna (en mM): 120 KSO3CHa, 10 NaCl, 10 EGTA, 10
HEPES, 0.5 CaClz, 2 MgClz, 2 ATP-Mg, and 0.3 GTP-Na (pH=7.3, 290 mOsm/I).
Los registros fueron hechos con un amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments,
Foster City, CA) y los datos fueron adquiridos con el software disefiado en el
laboratorio en el ambiente LabView: Im-Patch®©. Las curvas intensidad-frecuencia
se generaron utilizando inyecciones de corriente de 25 pA desde un potencial
hiperpolarizado hasta llegar al menos a +500 pA en todos los casos. Las relaciones
corriente-voltaje fueron hechas en la modalidad de fijacion de corriente y
superimpuestas a las obtenidas en la modalidad de fijaciéon de voltaje. Ambos
registros ajustaron bien, por lo que se sugiere que ni el balance del puente o la

resistencia en serie fueron un problema.

Los datos digitalizados fueron importados y analizados en Origin v8,

microcal (Northampton, MA), y MatLab (The Mathworks Inc.). Los datos se
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representan como medias * error estandar de la media (EEM). Las pruebas
estadisticas utilizadas fueron Wilcoxon de una cola, Friedman y ANOVA de una via.
La prueba post hoc utilizada fue la prueba de Dunn.

4.5. Registros de imagenologia de calcio

Los registros de imagenologia de calcio fueron obtenidos de rebanadas de
ratones PV+ que expresaban GCamp6f. Las rebanadas fueron perfundidas
continuamente con una solucién salina con (en mM): 126 NaCl, 2.5 KCI, 26
NaHCOs, 1.2 NaHPO4, 1 CaClz, 1.3 MgClz, 10 glucosa, 0.2 tiourea y 0.2 de acido
ascorbico (25 °C; Ph: 7.4 con HCI, 300 £ 5 mOsm/l con glucosa, saturado con 95%
de O2 y 5 % de CO2). Se utiliz6 un microscopio equipado con un objetivo de
inmersion en agua de 20 x (0.95 NA XLUMPIanFI, Olympus, Center Valley, PA) con
campo visual de 750 x 750 um. Para observar cambios espontaneos en la intensidad
de fluorescencia de la GCamp6f, se dieron pulsos de luz a 488 nm (15 — 50 ms de
exposicion) con un iluminador Lambda LS (Sutter Instruments, Petaluma, CA)
conectado al microscopio con una fibra éptica. Secuencias de imagenes o peliculas
(~ 180 s) fueron adquiridos con el software Im-Patch© con intervalos de 5 — 10
minutos durante = 60 minutos con una cdmara CoolSnap K4 (Photometrics, Tucson,
AZ) y cuadros 100 — 250 ms/imagen. La entrada de Ca?* fue observada como
fluorescencia transitoria somética en interneuronas PV+ en el cual, la primera
derivada del transitorio de calcio en el tiempo refleja la actividad eléctrica (Carrillo-
Reid et al., 2008). La actividad de cada célula fue representada como un punto en

la gréfica de tipo raster.
4.6. Inmunofluorescencia

Los ratones PV-Cre fueron infectados como se ha descrito previamente
(Aras-Garcia, et al., 2018): anestesiados con ketamina (120 mg/kg i.p.) y xilacina
(30 mg/kg, i.p.) y perfundidos con una solucion de 4% de paraformaldehido en
solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS). Posteriormente, los animales
fueron decapitados y sus cerebros removidos del craneo y fijados toda la noche en

una solucion de 4% de paraformaldehido en PBS. Los cerebros fueron cortados con
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un vibratomo en rebanadas de 40 um e incubadas 30 minutos con 1% de albumina
bovina con el fin de bloquear cualquier sitio de unién no especifico. Posteriormente
se incubaron por 36 horas con un anticuerpo policlonal de conejo contra
parvalbumina (anti PV 1:2000 Abcam) disuelto en PBS con 0.25% de triton-X. Las
rebanadas fueron entonces lavadas 3 veces con PBS e incubadas con un
anticuerpo secundario de cabra contra conejo durante una hora (1:200) conjugado
con FITC (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Las muestras fueron montadas
con medio Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) y observadas con un
microscopio confocal ZEISS LSM 700.

4.7. FArmacos

Los farmacos fueron aplicados por un sistema de gravedad. Un tubo de
vidrio fue colocado a 100 um de la neurona de registro en direccidn del flujo para
aplicar los farmacos. Los cambios de solucion fueron realizados con un sistema de
microvalvulas controladas con un sistema D.C. (Lee; Essex, CT, USA). Este método
permiti6 cambios rapidos en la aplicacion de farmacos (Perez-Rosello, 2005;
Herndndez-Gonzalez et al., 2014; Hernandez-Flores et al., 2015). Para los registros
de fijacion de corriente, los farmacos fueron administrados en el bafio de registro.
Las sustancias utilizadas fueron el agonista del receptor de DA tipo D1 SKF 81297
(Cat# S143), el antagonista del receptor D1 SCH 23390 (Cat# 125941-87-9), el
antagonista del canal de Ca?* Cavl nicardipina (Cat# N7510) obtenidos de Sigma-
Aldrich-RBI (St Louis, MO, USA); el blogueador del canal de Ca?" Cav2.2 w-
conotoxin GVIA (Cat# C-300), el bloqueador del canal de Ca?* Cav3 TTA-P2 (Cat#
T-155), el blogueador del canal de Ca?* Cav2.3 SNX-482 (Cat# RTS-500), el
bloqueador de los canales de Na* tetrodotoxina (TTX) (Cat# T-550) de Alomone
Laboratories y el bloqueador del canal de Ca?* Cav2.1 w-agatoxina TK (Cat# 4294-

s) de Peptides International (Louisville, KY, USA).
4.8. Analisis de datos

La coleccién de datos digitalizados fue analizada y graficada utilizando
software comercial (Origin v8, Microcal, Northampton, MA, USA; RIDD: rid_000069).
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Reportamos medias + EEM del porcentaje de cambio de las corrientes de Ca?*. Las
muestras raramente seguian una distribucion normal, por lo que también se reportan
medianas y el rango intercuartilico 25 — 75 de las corrientes absolutas. Fueron
utilizadas las pruebas de Friedman, Kruskal-Wallis o0 Wilcoxon con la comparacion
multiple de Dunn. El analisis de Friedman y Wilcoxon fueron utilizados cuando se
comparaban corrientes o frecuencia en la misma neurona en dos o tres diferentes
condiciones (antes, durante y después de la aplicacion de algun farmaco). Se utilizé
el valor de p < 0.05 como umbral de significancia. El andlisis se llevd a cabo en
GraphPad Prism 6.01. CA. USA.

4.9. Contribucion de cada tipo de canal de Ca?* a la
corriente global de Ca?*.

La obtencion de la contribuciéon de cada tipo de canal de Ca?* a la corriente
global ha sido descrita previamente (Vilchis et al., 2002). Brevemente, para estimar
la contribucién de cada tipo de canal de Ca?*, se toma la cantidad de corriente
bloqueada por cada uno de los antagonistas: nicardipina, w-conotoxina GVIA (w-
CgTx), w-agatoxina TK (w-AgTx), TTA-P2 (TTA) y SNX-482 (SNX). Esta cantidad
de corriente fue definida como la contribucion de cada canal a la corriente global
normalizada a 100% sin los demas antagonistas. En ocasiones se aplic6 mas de un
antagonista en secuencia y cada vez en diferente orden. Posteriormente los datos

fueron incluidos en el siguiente sistema de ecuaciones lineales:

Ox1 + Nx2 + PQx3 + Txa + Rxs = A
Lx1 + Ox2 + PQx3 + Txa + Rxs = B
Lx1 + Nx2 + Oxs + Txa + Rxs = C

Lx1 + Nx2 + PQx3 + Ox4 + Rxs =D
Lx1 + Nx2 + PQxs + Txa + Oxs = E

Donde L, N, PQ, T y R son la contribucién en porcentaje de cada tipo de
canal a la corriente global. El coeficiente PQ se refiere al aporte de corriente del tipo
de canal de Ca?* Cav2.1 (P/Q). El cero muestra cuando un canal fue bloqueado por

Su antagonista selectivo, por tanto, un coeficiente L, N, PQ, T o R fue reemplazado
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con cero cuando el canal correspondiente es bloqueado. A, B, C, D o E representan
el porcentaje de corriente de Ca?* remanente comparada contra la corriente control
en ausencia del bloqueador de Ca?*. x1 - x5 son las variables desconocidas, en
otras palabras, los valores con los cuales los coeficientes L, N, PQ, Ry T son
multiplicados para determinar el porcentaje de contribucion de cada tipo de canal a
la corriente global de Ca?*.

5. RESULTADOS

Las interneuronas FSI expresan a la PV, proteina queladora de Ca?*,
(Kawaguchi et al., 1995; Koos & Tepper, 2002) y el receptor a DA de tipo D1, el D5.
La DA despolariza a estas interneuronas y puede incluso generar potenciales de
accion (Bracci, et al., 2002; Bracci et al., 2003; Centonze et al., 2003). Aungue estos
efectos pueden ser suficientes para explicar algunos efectos de la DA sobre estas
interneuronas, muy poco se conoce sobre los mecanismos moleculares
responsables de este efecto o incluso el efector final de esta respuesta. Con ayuda
de ratones transgénicos PV-Cre, disecamos las acciones que tiene la DA sobre las
corrientes de Ca?* en interneuronas estriatales FSI PV+ disociadas. Los canales de

Na*y K*fueron bloqueados (Fig. 1F).
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Fig. 1. Corriente de Ca?* en interneuronas estriatales disociadas FSI-PV+. A) Esquema del
protocolo de infeccion a ratones PV-Cre con un adenovirus que contenia-el constructo TdTomato en el estriado
dorsal. B) Fotografia representativa de una interneurona estriatal disociada FSI. N6tese que adn conserva
dendritas proximales, aunque de longitud muy corta. Izquierda: campo claro; derecha: fluorescencia de la misma
FSI expresando la proteina tdTomato. C) Corrientes de Ca?* en presencia de TTX obtenidas en respuesta a
comandos de voltaje desde -80 a +50 con intervalos de 10 mV y 200 ms de duracion. (la corriente capacitiva y
las colas de corriente fueron cortadas). D) Corriente entrante provocada por una rampa de voltaje de -80 a +50
mV (0.7 mV/ms), E) Curva corriente-voltaje (I-V) donde los circulos vacios indican las mediciones después de
los comandos rectangulares de voltaje y la linea continua es la corriente provocada por el comando en forma
de rampa. Nétese la superposicién de ambas mediciones como si fuese un ajuste. Esto permite establecer que
existe una fijacion espacial de voltaje aceptable y que ambos protocolos son complementarios. F) Curso-
temporal de la amplitud maxima de la corriente en el control, al agregar 200 uM de Cd?* y después del lavado.
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5.1. Canales de Ca?* expresados en las interneuronas FSI

Las FSI fueron identificadas utilizando ratones transgénicos, los cuales
expresan a la proteina Cre-recombinasa, bajo el control del promotor de PV. Con
ayuda de un aparato estereotaxico, los ratones fueron inyectados con un virus
adeno asociado en el estriado dorsal, permitiendo la expresion selectiva de la
proteina tdTomato Unicamente en las FSI estriatales. Se opt6 por utilizar neuronas
agudamente disociadas para evitar entradas indirectas de alguna fuente como

aferentes, uniones comunicantes, o entradas axonales o dendriticas.
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3. Agatx1gM
3
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Fig. 2. Canales de Ca?" presentes en el soma de las interneuronas estriatales FSI-PV+. A)
Izquierda. Curso-temporal de la amplitud maxima de la corriente de Ca?* durante la aplicacion secuencial de
nicardipina, w-CgTx y w-AgTx, con el fin de bloquear los canales Cavl (L), Cav2.2 (N) y Cav2.1 (PQ)
respectivamente. Derecha: Curvas |-V representativas que muestran la reduccién de la corriente de Ca?
después de la adicion de cada bloqueador. B) lzquierda. Curso-temporal de la amplitud maxima durante la
aplicacion secuencial de SNXy TTA con el fin de bloquear los canales Cav2.3 (R) y Cav3 (T), respectivamente.
Derecha: Curvas I-V representativas que muestran la reduccion de la corriente de Ca?* después de la adicion
de cada bloqueador. La contribucién de cada canal a la corriente global de Ca?* se obtiene introduciendo los
datos de todos los experimentos a un sistema de ecuaciones (Métodos).
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Como primer paso, indagamos la presencia de los diferentes tipos de
canales de Ca?* presente en el soma de estas interneuronas. Como segundo paso,
estimamos la contribucién de cada uno de esos canales a la corriente global de
Ca?*. El Ca?* tiene una amplia gama de funciones, que van desde la sefializacion,
secuestro y transporte de receptores, control de excitabilidad y sobrevivencia
celular, hasta la trascripcion de proteinas y control de genes. Este abanico de
funciones esta dado en buena parte por el tipo de canal por donde ingresa el Ca?*
asi como de fuentes intracelulares (Catterall, 2011), de tal suerte que el presente
trabajo no lleva por objetivo discernir la funcién de cada tipo de canal de Ca?*, sino
determinar la diversidad de los canales presentes en el soma de estas
interneuronas. El curso temporal de la amplitud maxima de las corrientes de Ca?*
antes, durante y después de la aplicacion de cada bloqueador se muestra en las
figuras 2A, B y estd resumida en la tabla 1. Los antagonistas fueron administrados
en distinto orden y de manera aleatoria solos o en combinacibn con otros
antagonistas. La reduccidén de la corriente provocada por cada antagonista fue
comparada con la corriente global en ausencia del mismo. Para determinar si al
canal de Ca?* tipo Cav1 (tipo L) contribuia a la corriente global de Ca?*, se le aplicd
nicardipina a la célula. Como se muestra en la figura 2A, concentraciones saturantes
de nicardipina (20 uM) provocaron una reduccién de 38 + 1.1 % de la corriente global
de Ca?* normalizada al 100% en condiciones control (n=12; P = 0.0001; Kruskal-
Wallis y prueba de Dunn para este y los demas casos. El porcentaje de disminucién
fue obtenido por el sistema de ecuaciones descrito previamente en la seccion de
Metodologia). Como se puede observar, el canal Cavl contribuye en buena parte a
la corriente global de Ca?*, es posible entonces que el Ca?* que entra a través de
este canal sea el responsable de la despolarizacion y la generacién de potenciales
de accién, ya que una de las propiedades de este tipo de canal es su lenta
inactivacién dependiente de voltaje (Hernandez-Lopez et al., 2000; Bracci, et al.,
2002; Pérez-Garci et al., 2003; Catterall, 2011). Para el canal Cav2.2 (tipo N) se
utilizé el bloqueador selectivo w-CgTx a una concentracion de 1 pM, el cual revel6
gue este canal aporta 23.4 £ 0.7 % a la corriente global (Fig. 2A, tabla 1; P = 0.0001;
n = 14). La aportacion del canal Cav2.1 (tipo P/Q), revelada por el uso del uM de
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w-AgTx, fue de 11.1 + 1.4 % (Fig. 2A; tabla 1; P = 0.0009). El bloqueador
del canal Cav2.3 (tipo R), SNX-482 demostr6 que este canal tiene un aporte
considerable de: 20 + 2 % (Fig. 2B; Tabla 1; n = 6; P = 0.0005). Finalmente, el canal
Cav3 (tipo T) contribuye de manera modesta a la corriente global con un 7.4 + 2.3
% (Fig. 2B; tabla 1; n=13; P = 0.0069). Como puede observarse, todas las clases
de canal de calcio de alto umbral de activacion (HVA) y de bajo umbral (LVA) se
expresan en estas interneuronas. El papel que cumple cada uno de estos canales

en las propiedades de estas interneuronas es material de estudios futuros.

Tabla 1. Contribucién del porcentaje de cada canal de Ca?* a la corriente
global de Ca?*

Antagonista Nicardipina | w-conotoxina | w-agatoxina | SNX-482 | TTA-P2
Concentracién 20 um 1uM 1uM 1puMm 1puM
Canal de Ca?*
Cavl Cav2.2 Cav2.1 Cav2.3 Cav3
bloqueado
% de corriente
bloqueada (media £ 38+1.1 23.4+0.7 11.1+1.4 20+ 2 74+23
EEM)
n 12 14 14 6 13
p 0.0001 0.0001 0.0033 0.00009 0.0202

Tabla 1. Contribucion del porcentaje de cada canal de Ca2+ a la corriente global de Ca2+. La
segunda fila indica el antagonista utilizado. La tercera fila muestra las concentraciones saturantes de los
antagonistas usados. La cuarta fila corresponde a la clase de canal de Ca?* bloqueado. La quinta fila muestra
la media + EEM de la corriente de Ca?* bloqueada por cada antagonista. Los antagonistas fueron probados
solos o en secuencias aleatorias. Los porcentajes fueron obtenidos con un sistema de ecuaciones con datos de
todos los experimentos (Metodologia). La sexta fila corresponde al tamafio de la muestra: nimero de neuronas
probadas con cada antagonista. La séptima fila muestra el valor de la significancia del bloqueo de cada canal
en la corriente global (Kruskal-Wallis ANOVA post hoc Dunn para cada comparacion comparada con el control:
la corriente global de Ca?*).
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5.2. La activacion del receptor de DA D1 aumenta las
corrientes de Ca?* en las FSI disociadas

Para saber si la despolarizacion observada por la DA sobre las FSI esta
relacionada con las corrientes de Ca?*, se ejecutaron experimentos de fijaciéon de
voltaje en FSl disociadas. En la figura 3A se muestra el efecto de 10 uM del agonista
dopaminérgico D1: SKF81297 (SKF) y el subsecuente lavado. La estimulacion del
receptor D1 provoca un aumento en las corrientes de Ca?* de 34 +14% (Figs. 3A,
B; n = 8. Prueba de Friedman ANOVA Fz14 = 13, P=0.0003; * P=0.05, ** P=0.01,;
con prueba de Dunn post hoc). Cuando el agonista es eliminado del bafio (lavado),
la corriente regresa a niveles control. EI aumento provocado por el SKF es
significativamente diferente como se muestra en las graficas de cajas (fig. 3B). El
efecto del SKF fue completamente bloqueado en presencia del antagonista D1 SCH
(fig. 3C). Al quitar el antagonista, el aumento de corriente es evidente (Fig. 3C),
concluyendo que es probablemente a través del receptor D5 (Bracci, et al., 2002;
Centonze et al., 2003), que se induce el aumento de la corrientes de Ca?*. No se
encontraron diferencias significativas cuando se compardé la amplitud de corriente
en condiciones control y en presencia de la combinacién SCH/SKF (fig. 3D) (n=8;
Wilcoxon T test P > 0.9999). Estos resultados concuerdan con lo encontrado por
otros autores (Bracci, et al., 2002) y la expresion de receptores clase D1 (tipo D5),

ya que es a través de estos receptores que la DA aumentaria las corrientes de Ca?*.
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Fig. 3. La activacion del receptor Dopaminérgico de la clase D1 aumenta las corrientes de Ca?*
en interneuronas estriatales FSI-PV+. A) Izquierda, curso-temporal de la amplitud méxima de la corriente de
Ca?* antes, durante y después de la aplicacion de 10 uM del agonista SKF. La corriente aumenta 34 +14%. El
efecto es completamente reversible. Derecha: curvas |-V representativas de momentos del curso-temporal que
ejemplifican el aumento provocado por el agonista y el lavado. B) gréficas de caja que muestran diferencias
significativas entre los 3 tratamientos (prueba de Friedman ANOVA F2,14= 13, P=0.0003; * P=0.05, ** P=0.01;
con prueba de Dunn post hoc). C) Izquierda: curso-temporal de la amplitud maxima de la corriente de Ca 2* con
la combinacion SCH/SKF vy la posterior eliminacion del antagonista. Se concluye que la respuesta del agonista
SKF es exclusivamente a través de receptores tipo D1, ya que la combinacién SCH/SKF no provoca ninguna
respuesta. Al momento de quitar el antagonista SCH, el efecto del SKF es evidente. Derecha: curvas |-V
representativas de momentos del curso-temporal. D) Graficas de cajas que demuestran que no existen
diferencias a la amplitud de la corriente en control y en presencia de la combinacién SCH/SKF.

5.3. El receptor tipo D1 aumenta las corrientes de Ca?*
tipo Cayl.

Una vez observado el aumento en las corrientes de Ca?* debido a la
activacion del receptor D1, nos preguntamos qué canales o familia de canales de
Ca?* estaban siendo modulados por la DA, ya que se ha observado en neuronas
espinosas medianas, que dependiendo del tipo de canal de Ca?* activado, sera la
respuesta o via de sefializacion que se active (Pérez-Garci et al., 2003; Catterall,

2011). Por lo anterior, hicimos experimentos bloqueando los canales de Ca?* y
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activando el receptor tipo D1. El canal Cavl es de los que mas aporta a la corriente
global de Ca?*, ademas, esta relacionado con despolarizaciones sostenidas en
neuronas espinosas medianas (Pérez-Garci et al., 2003), por lo que fue el primero

que se probo.

A 1. Nicardipina 20 M La figura 4A (superior) muestra el curso-
1004 23KF10uM  temporal de la amplitud maxima durante
2 200 la aplicacion de 20 uM de nicardipina.
% 300 Como se puede observar, la adicion de
. 2604 nicardipina disminuye la corriente global
al bloquear los canales tipo Cavl en un
’ > ;i?e?npo (5)150 ° 55.4 + 7.8 % (figs. 4A, B; n = 8; Prueba
T ~ de Friedman Fz14 = 13, P=0.0003; *p
§§_2oo- \/ =0.05, **p=0.01 con post hoc Prueba de
g . Dunn). Una vez obtenida una respuesta
. e estable, se afiadi6 SKF al bafio de
5 80 60 40 ;/f)‘l’taje (n?V) 20 40 perfusion; el agonista selectivo del
- receptor D1: SFK. ElI SKF ya no logré
1000 |+\ ‘ modular la corriente de Ca?* remanente
:‘g e T (P=0.9999; prueba de Dunn). Este
'g . .
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Figura 4. El agonista del receptor D1 aumentalas SODre las corrientes de Ca?*, indicando

corrientes de Ca?* mediadas por el canal Cavl. ,
A) Arriba: Curso-temporal de la reduccion en la Que €s a través del canal Cavl que la DA

amplitud de la corriente de Ca? debida a la . ot
nicardipina. La accion del SKF es bloqueada Modula la corriente global de Ca**.

después del efecto de nicardipina. Abajo: Curvas I-

V representativas de momentos del curso temporal. Esta accion de la DA sobre las
B) Grafica de cajas mostrando que el SKF no actla
si los canales Cavl estan bloqueados interneuronas FSI es similar a la

observada en las neuronas espinosas
medianas de la via directa, excepto que no intervienen el DARPP-32 nila PP1, hasta
donde se puede colegir. A esta Ultima hay que inhibirla para poder observar la
accion de los agonistas D1 sobre la corriente de calcio de las neuronas de

proyeccion de la via directa. En el caso de la FSI no hubo que inhibir fosfatasas para
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ver el efecto. El receptor tipo D1 aumenta corrientes de Ca?* mediadas por Cavl
(Surmeier et al., 1995; Hernandez-Lopez et al., 1997), lo que conlleva a un aumento
en la frecuencia de disparo. Por lo que debemos averiguar si en el caso de las
interneuronas también se modula el disparo. Bajo nuestro esquema experimental,
los canales de K* y Na* fueron bloqueados (con el fin de aislar las corrientes de
Ca?*), por lo que aun se desconoce si también son modulados por la DA y si son
importantes para influenciar la frecuencia de disparo, la excitabilidad o algun efecto

sobre la red.
5.4. Los receptores D1 aumentan la frecuencia de
disparo al modular los canales Cayl en las FSI

La técnica de neuronas disociadas es una herramienta muy Uutil para
investigar los efectos directos de algun receptor sobre la funcién de una neurona en
especifico. Es posible observar, sin interferencias, los efectos sobre alguna corriente
i6nica en especifico. Sin embargo, es necesario complementar los experimentos de
neuronas disociadas para observar si el aumento de la corriente Cavl, es
suficientemente robusto como para explicar, por ejemplo, una facilitacion en la
descarga de potenciales de accion (Bracci et al., 2002; Centonze et al., 2003), o
bien, si este efecto se debe a otra corriente 0 a un efecto de la red. Para averiguar
esto, se realizaron experimentos de fijacion de corriente en rebanadas de cerebro
de ratones PV-Cre infectados con un fluoréforo EGFP. La infeccién fue corroborada
por inmunocitoquimica con un anticuerpo contra PV conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC; Fig. 5A). Asimismo, se identificaron las caracteristicas
electrofisiolégicas tipicas de estas interneuronas: tasas de disparo altas y rapidas
con poca adaptacion, presencia de rafagas de potenciales de accion (“stuttering”)
intercaladas con silencios. La aplicacion del agonista SKF indujo un incremento en
la tasa promedio de disparo con estimulo de rheobase (Fig. 5B y 5C; n = 6; P <
0.0001; Friedman ANOVA con post hoc Dunn utilizando la tasa promedio de disparo
de 300 pA). Notablemente, la adicion de nicardipina revirtio parcialmente el aumento

provocado por el SKF (Fig. 5C). El efecto es especifico del receptor D1, ya que la
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accion del SKF es bloqueada por la presencia del antagonista del receptor D1 (SCH)
(Fig. 5D). Estos resultados muestran que el aumento en la corriente Cav1l induce un

incremento en la frecuencia de disparo.
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Figura 5. EI SKF incrementa la actividad de interneuronas FSI-PV+. A) Arriba: preparacion
inmunocitoquimica de neuronas FSI obtenidas de un ratdén PV-Cre infectado con el virus adeno-asociado dt-
Tomato (en rojo). Centro: Corroboracion con el anticuerpo FITC contra PV. Abajo: Sobreposicion. B) Disparo
evocado con diferentes intensidades de corriente intracelular. La aplicacién de SKF incrementa la tasa de
disparo. 20 pM nicardipina anula el efecto de SKF, sugiriendo que el efecto es a través de canales de Ca?*
Cavl. C) Gréficas de cajas comparando la media de la frecuencia con | = rheobase (n=6; p<0.0021; Friedman
ANOVA con post hoc con prueba de Dunn usando la frecuencia media a la rheobase). D) Aplicacion del
antagonista SCH elimina el aumento en la frecuencia provocado por el SKF confirmando la participacion del
receptor clase D1.
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5.5. Laactivacion de los receptores D1 facilita la actividad

de las FSI en el microcircuito estriatal dorsal.

Finalmente, nos preguntamos si la activacion de los receptores D1 podria
facilitar el nimero de interneuronas FSI activas en el microcircuito estriatal. Para
probar esta hipétesis fue necesario realizar experimentos de imagenologia de Ca?*
con resolucion de célula Unica en rebanadas de cerebro de ratones transgénicos
PV-Cre que expresaban a la proteina GCaMP6f bajo el promotor PV. Con esta

técnica es posible visualizar varias interneuronas PV+ en un campo visual dado.
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Figura 6. El SKF incrementa la actividad de interneuronas FSI-PV+ en el microcircuito estriatal.
A) Gréfica tipo raster de la actividad de varias FSI (n=33, identificadas por fluorescencia y extraidas de 6
experimentos diferentes provenientes de 3 ratones diferentes). En estos experimentos la actividad eléctrica
puede ser inferida como cambios en la fluorescencia inducida por la entrada de Ca?* (Pérez-Ortega et al., 2016).
Los puntos en cada fila del raster muestran la actividad de una sola FSI. Panel izquierdo: Actividad de las FSI
en condiciones control, sin estimulacion. Panel del centro: la adicién de 10 uM SKF incrementa el nimero de
FSI activas en el circuito. Nétese que previamente a la adicién de SKF algunas FSI estaban silentes. Panel
derecho: la adicion de 20 pM de nicardipina reduce el nimero de FSI activas, mostrando que el SKF aumenta
la actividad de red de las FSI al facilitar las corrientes de Ca?* del canal Cavl. B) Resumen de la actividad
acumulada de los experimentos en A. C) Resumen de la probabilidad de actividad en cada condicion.
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Para los experimentos se utilizaron 6 rebanadas de 3 ratones diferentes en
condiciones de disparo espontaneo. Se construyé una gréfica tipo raster, donde
cada punto representa el momento de una neurona FSI en un intervalo de tiempo
(Metodologia). El raster de la fig. 6A fue construido con la informacién de todas las
interneuronas registradas y graficadas juntas como se ha descrito previamente
(Carrillo-Reid et al., 2008; Plata et al., 2013; Pérez-Ortega et al., 2016). Los cambios
en la fluorescencia fueron obtenidos antes y durante la aplicacion de SKF y de SKF
mas nicardipina durante un periodo total de 13 minutos. Se estudié un area de 750
x 750 uM del estriado dorsal que contenia interneuronas FSI que expresaban al
indicador de Ca?* GCaMP6f (n = 33 FSI identificadas). El panel izquierdo de la fig.
6A del raster muestra la actividad de las FSI en condiciones control sin ningln
farmaco o excitacion externa. Se observa poca actividad de estas interneuronas en
condiciones control. En contraste, cuando se afiadieron 10 uM SKF al bafo, la
cantidad de FSI activas incrementé (Fig. 6A, panel del centro). Lo que sugiere que
la DA modula al numero de interneuronas FSI que estan activas en el microcircuito
en un momento dado. La figura 6B muestra la actividad acumulada del microcircuito
en control, con SKF y con SKF mas nicardipina. La figura 6C muestra la probabilidad
de actividad celular bajo cada una de las condiciones (intervalos en los cuales esta
activa la neurona / numero total de intervalos: media + EEM). En condiciones
control, la actividad intervalo por intervalo fue de 0.03 + 0.008. Después de la adicién
de SKF, la actividad aumenta a 0.07 + 0.008 (Fig 6B, Fig 6C; prueba de Friedman
ANOVA F2, 64 = 29.63, P<0.0001; con post hoc de Dunn). Estos resultados nos
sugieren que la DA efectivamente regula cuantas interneuronas FSI estan activas
en el microcircuito estriatal en un momento dado. Para indagar la participacion de
los canales de Ca?* Cavl, 20 uM de nicardipina fueron afiadidos durante el aumento
de actividad provocado por el SKF (6A, panel derecho). La actividad acumulada bajé
a un 0.05 +0.008 (Fig 6B, P= 001, post hoc de Dunn). El bloqueo provocado por
nicardipina no disminuy6 la actividad hasta valores control. Esto puede sugerir
varios escenarios: que el agonista active alguna propiedad de red, como por ejemplo

otras neuronas en el microcircuito, 0 que no todo el efecto facilitador del receptor
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tipo D1 puede explicarse al aumentar las corrientes de Ca?* tipo Cav1 y existan otras

conductancias en juego. Mas experimentos se necesitan para dilucidar este punto.

6. DISCUSION

El presente trabajo muestra que la activacion de los receptores de DA de la
clase D1, muy probablemente de tipo D5, aumentan las corrientes de Ca?* de los
canales Cavl, lo que lleva a una facilitacion en la tasa de disparo y a un aumento
en la actividad de estas interneuronas en el microcircuito estriatal. Esta es la primera
evidencia de un efector molecular que media las acciones de la DA en esta clase

de interneuronas.
6.1. Canales de Ca?* expresados en las interneuronas FSI

El primer reto del presente estudio fue la obtencion de interneuronas FSI de
ratones transgeénicos disociadas en una buena cantidad para poder estudiar los
canales i6nicos y los efectos de los farmacos sobre ellas. El uso de neuronas
disociadas permite eliminar entradas de otras neuronas, uniones comunicantes y
efectos de red para poder estudiar los efectos directos de los farmacos (Bargas et
al., 1994; Vilchis et al., 2002; Hernandez-Gonzélez et al., 2014; Hernandez-Flores
et al.,, 2015). Una vez obtenidas las FSI disociadas, el segundo objetivo fue la
diseccion de los canales de Ca?* presentes en el soma de las FSI, asi como la
estimacion de su aporte a la corriente global de Ca?*. Se observé que las FSI
expresan un abanico de las 4 diferentes clases de canales HVA (Cavl, Cav2.1,
Cav2.2 y Cav2.3), asi como un discreto aporte de los canales de Ca?* LVA (Cav3).
Encontramos que el canal Cavl es el que contribuye mas a la corriente global de
calcio de la FSI seguido de los canales Cav2.2 y Cav2.3, los cuales, combinados,
hacen mas del 80% de toda la corriente global de Ca?*. Asi, junto con otros canales
idnicos (Rudy and McBain, 2001; Erisir et al., 1999), los canales de Ca?* moldean y
proveen las propiedades caracteristicas de las FSI (Lenz et al., 1994; Erisir et al.,
1999; Bennett et al., 2000; Rudy and McBain, 2001) e incluso podrian ser

moduladas por vias de sefalizacion similares a las encontradas en las NEMs
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(Bargas et al., 1991, 1994, 1999, Hernandez-Lopez et al., 1997, 2000; Vilchis et al.,
2002). El papel de cada uno de estos canales en el soma de estas interneuronas
esta pobremente estudiado. A los canales Cavl se les ha involucrado con la
frecuencia de disparo en otros tipos celulares (ver mas adelante). A los canales
Cav2.2 junto con los Cav2.1 se les ha encontrado que modulan la liberacion de
GABA y otros neurotransmisores de las terminales sinapticas (Zaitsev, et al., 2007;
Evans & Zamponi, 2006) y en el soma de las NEM estan asociados con la
modulacién del potencial hiperpolarizante (Pérez-Garci, et al., 2003), sin embargo
su papel en las FSI es a la fecha desconocido. Al canal Cav2.3 igualmente se le ha
asociado con liberacién de neurotransmisores de la SNc (Bergguist & Nissbrandt,
2003) y con la formacion de LTP en el hipocampo (Dietrich, et al., 2003), sin
embargo su papel en el soma de las neuronas es a la fecha desconocido. Este
estudio por tanto sirve como una primera aproximacion al estudio de los diferentes
canales de Ca?* en el soma, ya que los canales Cav2.2 y Cav2.3 tienen un aporte
nada discreto a la corriente global de Ca?*. Nuestros resultados puede llevar a un
mejor entendimiento del papel de estas interneuronas en el microcircuito estriatal
(Gittis et al., 2011; Damodaran et al., 2014; Perez-Ortega et al., 2016). Por otro lado,
este conocimiento se puede aplicar para mejorar la terapéutica de diversas
enfermedades neuroldgicas relacionadas con las FSI, tales como estrés y ansiedad,
esquizofrenia o sindromes como Tourette, Huntington y algunas canalopatias (Xu,
et al.,, 2016; Cepeda, et al., 2013; Rossignol et al.,, 2013; Tottene et al., 2011;
Kataoka et al., 2010; Kalanithi et al., 2005). Otra posibilidad es la de estudiar de
mejor manera la forma en la que la deplecion de dopamina en el estriado,
caracteristico de la enfermedad de Parkinson, tienen efecto sobre los receptores
dopaminergicos de las interneuronas FSI y su consecuente cambio de modulaciéon

sobre los canales de Ca?* (ver siguiente seccion).
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6.2. Acciones dopaminérgicas sobre las corrientes de
Ca®* en las FSl estriatales.

Con el fin de investigar las consecuencias de activar el receptor a DA de las
FSI, probablemente el receptor D5, el agonista selectivo SKF fue utilizado. Del
mismo modo, el uso de neuronas disociadas fue fundamental, ya que esta técnica
permite eliminar todo tipo de entradas y efectos colaterales (Galarraga et al., 1997;
Hernandez-Lépez et al., 1997). Los resultados arrojaron que, efectivamente, la
activacion de este receptor aumenta las corrientes de Ca?*. El bloqueo de este canal
con nicardipina, elimina por completo la accién del agonista dopaminérgico sobre
las corrientes de Ca?*, concluyendo que este el Unico canal de Ca?* que es
modulado por la DA via receptores clase D1. Es de notarse que esta modulacion de
la DA sobre la corriente Cavl es similar en porcentaje a la encontrada en las NEMs
de la via directa, con la Unica excepcion de que en estas interneuronas no fue
necesario inhibir las fosfatasas (e.g., PP-1) para que el agonista aumente las
corrientes de Ca?*. La proteina DARPP-32 parece ser exclusiva de las NEMs, por
lo que se infiere que a pesar de que el efector es el mismo, la via de sefializacion
debe de ser diferente o tener sus peculiaridades. A la fecha no hay ningun estudio
sobre la via de sefializacion de este receptor en las FSI estriatales por lo que seria

un interesante tema de investigacion.

En las NEM, la corriente por los canales de Ca?* Cavl despolariza y facilita
el disparo provocado por inyecciones intracelulares de corriente (Galarraga et al.,
1997; Hernandez-Lo6pez et al., 1997; Pérez-Garci, et al., 2003) lo que parece ser
también ser el caso en estas interneuronas. La facilitacion llevada a cabo por este
canal, que es un canal de inactivacion lenta (Catterall, 2011) promueve y mantiene
el disparo evocado en varias FSI, ademas que facilita a la plasticidad sinaptica de
corto plazo (Tecuapletla, et al., 2007). Al administrar SKF el disparo aumenta en los
experimentos de fijacibn de corriente, por lo que es coherente que la lenta y
sostenida despolarizacion dada por los canales Cavl, ayuden, junto con otras

conductancias, a mantener las altas frecuencias observadas en las FSI. Asimismo,
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en los experimentos de imagenologia de calcio, se muestra que al activar los
canales Cavl por el SKF, aumenta el numero de neuronas activas en el
microcircuito. Este aumento de actividad se revierte parcialmente al administrar la
nicardipina. La actividad no regresa del todo a condiciones control y se mantiene
por varios minutos. Lo cual apunta a que el tono dopaminérgico regula la cantidad
de neuronas FSI que deben estar activas modulando la tasa de disparo durante
alguna tarea. Como se sabe que la actividad de las FSI define a las neuronas que
pertenecen a los ensambles neuronales (Owen et al., 2018), se infiere que mejoran
la ejecucion de la misma. Es sabido que las FSI resuenan a frecuencias que se
encuentran en la banda gamma (Beatty, et al., 2015) y que estas mismas son el
origen del ritmo gamma en los circuitos neuronales (Hu, et al., 2014; Sohal, et al.,
2009). El ritmo gamma, aberrantes y excesivo, esta presentes en la esquizofrenia
(McNally & McCarley, 2016), por lo tanto, parece coherente la relacion entre el papel
de las FSl y la DA en enfermedades psiquiétricas.

Finalmente, el numero de FSI activadas por la DA en el microcircuito
estriatal después del bloqueo de los canales Cavl por la nicardipina no regresa a
niveles control. Esto se puede deber a varias razones. Una de ellas es que el SKF
no afecta Unicamente a las FSI en el microcircuito, si no también otras proyecciones
o colaterales dando efectos de red. Otra explicacion es que la DA no sélo aumenta
las corrientes de Ca?*, si no que a su vez facilita o inhibe otras conductancias

ademas del canal Cavl.

Las FSI (junto con las demas interneuronas estriatales; Koés y Tepper,
1999) proveen una poderosa inhibicion tipo feed-forward, seleccionando y
reclutando ensambles de NEMs necesarias para la ejecucién de alguna accion
(Carrillo-Reid et al., 2011; Tecuapetla et al., 2014; Kulik et al., 2016). En este
sentido, la DA modula los comandos corticales al modular corrientes ionicas, la
actividad de las FSI, y de las NEM (Tecuapetla, et al., 2007).

El poder estudiar interneuronas disociadas estriatales a través de registros

electrofisiolégicos, abre la posibilidad de estudiar la accion de los diferentes canales
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(tanto Ca?* como de Na* o K*) que son modulados, estudiar otros ligandos, o bien

registrar otras interneuronas estriatales, como la muscarina en las ChAT.
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