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RESUMEN

El globo palido externo (GPe) es un nucleo muy importante para el
procesamiento de la informacion de los ganglios basales, expresa receptores
colinérgicos muscarinicos y recibe aferentes colinérgicas de los nucleos
pedunculopontino (NPP) 'y otras regiones. Realizamos registros
electrofisiologicos de patch clamp en la modalidad de célula entera utilizando
rebanadas parasagitales de cerebro de rata para registrar a las corrientes
postsinapticas inhibitorias (IPSCs) evocadas por estimulacion de campo en el
estriado, de esta forma pudimos obtener diferentes formas de plasticidad de
corto plazo que separan preferentemente el tipo de sinapsis. Denominamos a
una STD (que mostraron depresion de corto plazo) y a otra STF (que mostraron
facilitacion de corto plazo) donde el agonista colinérgico del receptor
muscarinico, muscarina, redujo significativamente la amplitud de los IPSCs de
ambas sinapsis. Esta inhibicion en las STF se asocié con aumentos
significativos en los pulsos pareados y contenido quantal (CV?). Fue
proporcional a la amplitud de IPSC. Estas acciones fueron bloqueadas por la
atropina, pirenzepina y mamba toxina-7; lo que sugiere que los receptores
implicados eran Mq. Ademas, se encontr6 que algunas neuronas palidales
tienen receptores My funcionales postsinapticos que son las que exhibieron
STD vy exhiben un tipo diferente de modulacién: fueron modulados
indirectamente por la muscarina a través de la activacion de los receptores de
cannabinoides tipo 1 (CB1). Por lo tanto, las sinapsis palidales presentan
distintas formas de plasticidad a corto plazo y se modulan de forma diferente.

Por otra parte en las STF se demostré que presentan depresién de largo plazo
(LTD) y esta es modulada por los receptores NMDA, por el CB4 y receptores

metabotropicos a glutamato (mGIuR) no asi por los receptores muscarinicos.
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INTRODUCCION.

Anatomia.

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nucleos subcorticales relacionados
que participan en el control motor, la asociacién perceptual, la cognicién y la
memoria de procedimientos. Los GB incluyen al estriado (Str) (compuesto en
primates por los nucleos caudado y putamen), el nucleo subtalamico (NST), el
segmento externo del globo palido (GPe), el segmento interno del globo palido
(GPi) (nucleo entopeduncular en el roedor), la sustancia nigra pars reticulata
(SNIr) y la sustancia nigra pars compacta (SNc) que incluye a las neuronas

dopaminérgicas (Obeso et al. 2014).

El modelo funcional de los GB propuesto hace 25 anos (Albin et al. 1989) sigue
en vigencia con algunas modificaciones. En su version original (Fig. 1A) el Str
es la estructura de entrada y los nucleos GPi y SNr son los nucleos de salida.
La conexioén entre unos y otros se da de dos maneras: 1) a través de una via
monosinaptica GABAérgica directa del estriado a GPi y SNr, y 2) a través de
una via polisinaptica indirecta que va del Str al GPe y de ahi al NST. Este
ultimo conecta con GPi y SNr, es excitador y sus neuronas son
glutamatérgicas. De esta manera, GPi y SNr reciben entradas inhibidoras de la
via directa y excitadoras de la via indirecta cuya balance influye en su disparo,
que es generalmente continuo ténico, irregular y decorrelacionado. Este
disparo se convierte en sincronico, correlacionado y regular durante la

enfermedad de Parkinson.

Las proyecciones de GPi y SNr son GABAérgicas y proyectan a una variedad
de nucleos: 1) los circuitos talamo-corticales encargados de comandar el
movimiento dirigido a metas, 2) el coliculo , 3) la habénula y 4) el tallo cerebral
donde dos nucleos son relevantes: el nucleo pedunculopontino (NPP)
encargado de regular el tono muscular, y la formaciéon region locomotora

mesencefdlica (MLR) encargada de regular movimientos habituales,
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automaticos y posturales o de preparacion (Bolam et al. 2000; Factor & Weiner,
2002; Takakusaki et al. 2013).

El GPe se ha considerado un nucleo de relevo (Kandel et al. 2012). Sin
embargo, descubrimientos recientes han mostrado que el GPe envia
proyecciones a multiples blancos dentro y fuera de los GB, por lo que ejercen
gran influencia en el procesamiento de la informacion (Fig. 1B; Chan et al.
2005; Kita, 2007).

A — B

CORTEZA M 4 CORTEZA M| Dopamina
o A 4 a— —_— . ‘ Glutamato
SIANC RIADO {
i ns ‘ @ ‘ ——— GABA
T Acetilcolina
“ >

Talamo i Talamo

- ‘ v

- — - Ui

-— |

Tallo Tallo
L » NPP
_cerebral cerebral

Figura 1. Modelo funcional de los ganglios basales. A. Modelo propuesto en 1989
por Albin et al. B. Modelo modificado de Redgrave et al. 2010. Abreviaturas: GPe,
Globo Palido externo; GPi, Globo Palido interno; NPP, Nucleo Pedunculopontino; NST,
Nucleo Subtalamico; SNc, Sustancia Nigra pars compacta; SNr, Sustancia Nigra pars
reticulata.

El GPe esta constituido por neuronas GABAérgicas de proyeccion con disparo
ténico, regular, irregular o en rafagas (Smith et al. 1994). Envia proyecciones
hacia: Str, NST, nucleo reticular del tdlamo, SNr, GPi, la corteza auditiva, el
NPP, la sustancia gris periacueductal y el coliculo. Una sola neurona puede
enviar sus axones hacia multiples sitios (Okoyama et al. 1987; Parent et al.
1989; Moriizumi & Hattori, 1992; Charara et al. 1994; Shammah-Lagnado et al.
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1996; Kita & Kita, 2001; Mena-Segovia et al. 2004; Kita, 2007; Chan et al. 2005;
Aceves et al. 2011a; Jaeger & Kita, 2011; Mallet et al. 2012).

El GPe también recibe aferencias GABAérgicas del Str —principalmente de la
via "indirecta" de los GB—, glutamatérgicas del NST y del nucleo parafascicular
del talamo y serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafe, su inervacion
colinérgica proviene del NPP y su inervacion dopaminérgica de la SNc (Saper
& Loewy, 1982; Kita & Kitai, 1991; Charara & Parent, 1994; Parent & Hazrati,
1995; Tepper et al. 2007; Bolam et al. 2000; Gorbachevskaya & Chivileva,
2006; Mena-Segovia et al. 2004; Kita, 2007; Mallet et al. 2012). Estas
conexiones sugieren que el GPe es un importante centro integrativo y no sélo
un nucleo de relevo (Mena-Segovia et al. 2004; Chan et al. 2005; Kita, 2007;
Goldberg & Bergman, 2011; Schwab et al. 2013).

Clasificacién de las neuronas del GPe.

Hay evidencia que nos indica que existen varias subpoblaciones de neuronas
en el GPe, tanto de proyeccién como interneuronas. Se han encontrado
diferencias en sus propiedades electrofisiolégicas, inmunocitoquimicas y
anatémicas —proyecciones— (Kita & Kitai, 1991; Kita, 1994; Nambu & Llinas,
1994; Hoover & Marshall, 1999; Hoover & Marshall, 2002; Cooper & Stanford,
2000; Cooper & Stanford, 2002; Mallet et al. 2012; Miguelez et al. 2012).

Por sus propiedades intrinsecas hay diferencias en las propiedades de
membrana; como la adaptacion de la frecuencia de disparo, el cambio de
voltaje inducido por una corriente entrante activada por hiperpolarizacion —Iy—,
el disparo de rebote (disparo al “off"), una corriente temprana de K" asi como
las propiedades morfolégicas (Kita & Kitai, 1991; Nambu & Llinas, 1994;
Cooper & Stanford, 2000).

Se han podido diferenciar tres posibles tipos neuronales en el GPe: Las
neuronas tipo A (Cooper & Stanford, 2000) o Il (Nambu & Llinas, 1994; fig. 2)
representan el 63 % del total. Poseen un cambio tiempo-voltaje dependiente de

su potencial de membrana ocasionada por la corriente rectificadora —l—,
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disparan potenciales de accién espontaneos de manera regular, seguidos de
una hiperpolarizacion bifasica, su potencial de membrana se mantiene
alrededor de -66.3 +/- 0.8 y tienen una resistencia de entrada de 70 + 22 MQ
(Nambu & Llinas, 1994; Cooper & Stanford, 2000).

10Cms 50um

Figura 2. Registro electrofisioldgico y arquitectura somatodendritica de las

neuronas tipo A. Tomado de Cooper & Stanford 2000.

Las neuronas tipo B —no correlacionan con las encontradas por Nambu, figura
3— representan el 32% de la poblacion aproximadamente, no tienen una fuerte
corriente rectificadora, y después de la hiperpolarizacion muestran una fase
monofasica, actividad espontanea irregular, asi como alta frecuencia de
disparo, su potencial de membrana se mantiene alrededor de -68.1 +/- 1.1,
morfolégicamente estas neuronas son las mas pequefias del GPe, el soma
tiene forma de ovalo y las dendritas tienen pocas varicosidades vy
arborizaciones (Nambu & Llinas, 1994; Cooper & Stanford, 2000).

50mV 50pum

100ms

Figura 3. Registro electrofisiolégico y arquitectura somatodendritica de las

neuronas tipo B. Tomado de: Cooper & Stanford 2000.
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Las neuronas tipo C —para Nambu y Llinas son las tipo | para Cooper y
Stanford, figura 4— son el 5% de la poblacidn, cifra que no esta de acuerdo con
el porcentaje encontrado por Nambu y Llinas que las consideran el 59% de las
neuronas estudiadas—, no tienen corriente rectificadora, disparan potenciales
de accidon espontaneos irregulares, su potencial de membrana se mantiene
alrededor de -66.6 +/- 2.4. Son las neuronas mas grandes del GPe, también
con el arbol dendritico mas grande (Nambu & Llinas, 1994; Kita & Kitai, 1994;
Cooper & Stanford, 2000).

100ms 50um

Figura 4. Registro electrofisioldgico y arquitectura somatodendritica de las

neuronas tipo C Tomado de: Cooper & Stanford 2000

La comparaciéon entre las neuronas de estos estudios es divergente y
posiblemente las diferencias entre ellos se deban a la utilizaciéon de diferentes

especies y/o técnicas de registro.

Los estudios in vivo han sugerido la existencia de al menos 2 tipos de neuronas
en el GPe (DeLong, 1971; Bugaysen et al. 2010; Benhamou et al. 2012) de
acuerdo a su tasa de disparo. Las LFB (Low Frecuency Bursterst; por sus
siglas en ingles; disparo a baja frecuencias con disparo en rafagas) son
neuronas que se caracterizan por una tasa de disparo baja, disparo en rafagas
intermitente a alta frecuencia y las HFP (High-Frequency Pausers; por sus
siglas en ingles; Disparo de alta frecuencia con pausas) son neuronas que se
caracterizan por una tasa de disparo alta, o irregular con pausas —Figura 5—
(DeLong, 1971), tanto en primate como en rata. Existen diferencias en la forma
de la espiga extracelular (Kelland et al. 1995).
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100mV | 1s

Figura 5. Registro electrofisiolégico de los tipos neuronales en GPe in vivo en
ratas. En la parte superior se observa el disparo espontaneo sin pausas y en la
seccion de en medio se observa el disparo de alta frecuencia con pausas —HFP—. En
la parte inferior se observa el disparo a baja frecuencias con disparo en rafagas —
LFB-. Tomado de: Benhamou et al. 2012.

También se han identificado subpoblaciones de neuronas GABAérgicas en el
GPe por el tipo de proteinas que regulan el calcio intracelular, ya sea porque
esta presente o por su ausencia. En dos terceras partes se expresa la
parvalbumina (PV+) y una tercera parte no la expresa (PV-) (Kita, 1994). Las
neuronas PV+ son grandes y de proyecciéon. Ademas, hay neuronas de
proyeccion con calbindina, aunque la poblacion es de alrededor del 2%. Un
tercer tipo neuronal son inmunopositivas a calretinina, no se marcan
retrogradamente, son alrededor del 1% y podrian ser interneuronas (Hontanilla
et al. 1998; Zaborszky et al. 1999; Cooper & Stanford, 2002). Otra subpoblacion
de neuronas de alrededor del 40% expresa el mRNA de la preproencefalina
(PPE; Hoover & Marshall, 1999). Es posible que estas neuronas sean las LFB
in vivo y que las PV+ sean las HFP, ya que hay poca co-localizacién entre las
PPE+ y las PV+, estan bastante segregadas. Por otra parte, algunos estudios
han mencionado la posibilidad de que haya neuronas ChAT+ en el GPe
(Zaborszky et al. 1999), algunos autores mencionan que estas neuronas son

una pequefia interseccién con el palido ventral (Bengtson & Osborne, 2000).
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Figura 6. Dibujos de una seccidon coronal donde se muestra la distribucion de las
neuronas inmunoreactivas a parvalbumina (PV+), calretinina (CR+), calbindina (CB+),
y colina acetitranfersasa (ChAT+) en el GPe. Tomado de: Zaborszky et al. 1999.

Por sus proyecciones pueden diferenciarse subpoblaciones de neuronas
pudiéndose identificar dos tipos de neuronas de proyeccién con morfologia
dendritica diferente: con espinas y sin espinas, ambas proyectan hacia las
diferentes estructuras de los GB (Kita & Kitai, 1994).

Las neuronas que expresan PPE+ son aquellas que proyectan
preferencialmente hacia el estriado, y rara vez hacia el NST el GPi o la SNr
(Hoover & Marshall, 1999; Hoover & Marshall, 2002). En cambio las PV+
envian sus axones hacia el NST, GPi y SNr (Kita & Kita 2001; Sadek et al.
2007; Mallet et al. 2012) y rara vez al estriado. Las neuronas calretinina
positivas (CR+) podrian ser las interneuronas del GPe ya que no proyectan
fuera del nucleo (Cooper & Stanford, 2002). Las neuronas del GPe que
proyectan hacia el estriado inervan preferencialmente a interneuronas PV+ del
mismo estriado asi como a las que expresan Oxido nitrico sintasa (NOS)
(Bevan et al. 1998). Las interneuronas estriatales PV+ median la inhibicion por
retroalimentacion —feed-forward inhibition— y estan involucradas en la
sincronizacion de las neuronas espinosas medianas (NEMs) durante periodos
de activacion desde la corteza. Esto sugiere que el GPe juega un papel
importante en la sincronizacién y la estructura espacio-temporal de la respuesta
dinamica de los GB en respuesta a un estimulo cortical. Recientemente se ha
caracterizado otra subpoblacion de neuronas del GPe que contienen el gen
Lhx6 (Lim homeobox 6) y que envian proyecciones al NST, SNr y la SNc
(Mastro et al. 2014).
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Figura 7. Proyecciones de los diferentes tipos neuronales del GPe. En A se
muestra un ejemplo de neuronas que proyectan hacia los nucleos de salida, siendo
PV+. En B se muestra un ejemplo de una neurona que proyecta hacia el Str, siendo
PV-. (Note que las diferentes proyecciones de las neuronas palidales existe una
separacion radical entre las que van al estriado y las que se dirigen a los nucleos de
salida). Tomado de: Mallet et al. 2012. Abreviaturas: NB, Neurobiotina; PV,
parvalbumina; EPN, Nucleo entopeduncular; STR, Estriado; GPe, Globo Palido
externo; STN, Nucleo subtalamico; D, dorsal; R, rostral. Barra de la escala (negra) 0.5
mm; Barra de la escala (blanca) 20 uM

Hay controversia acerca de si las propiedades intrinsecas pueden ser usadas
para separara los diferentes grupos de neuronas del GPe, porque estas
propiedades varian constantemente a través del tiempo (Gunay et al. 2008;
Deisert et al. 2012).

Plasticidad sinaptica de corto plazo.

Las sinapsis pueden clasificarse por el tipo de plasticidad sinaptica de corto
plazo (short-term synaptic plasticity; STSP, por sus siglas en inglés) que las
terminales sinapticas exhiben. En este trabajo nos interesan en particular las
sinapsis estriatopalidales (entre neuronas del Str y del GPe) y las

palidopalidales (entre neuronas del mismo GPe).
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La sinapsis estriatopalidal —estimulando en el Str y registrando en neuronas
palidales en un corte sagital- muestran facilitacion de corto plazo (STF; short-
term facilitation; por sus siglas en inglés): la respuesta sinaptica aumenta en
funcién del numero de estimulos. Esto se ve en frecuencias entre 10 y 50 Hz
(ver figura 8A). La sinapsis palidopalidal presenta depresion de corto plazo
(STD; short-term depression; por sus siglas en inglés): la respuesta sinaptica
disminuye en funcién del niumero de estimulos. Igual utilizando trenes entre 10
y 50 Hz (fig. 8B; Sims et al. 2008; Miguelez et al. 2012).

Se ha descrito que en un corte sagital se puede obtener depresion de corto
plazo estimulando antidrémicamente las fibras de las neuronas del GPe que
proyectan al estriado (Mallet et al. 2012), esto a su vez activa las fibras
colaterales que interconectan a las neuronas palidales entre si (Sims et al.
2008; Jaeger & Kita, 2011; Miguelez et al. 2012), de forma que podemos

registrar sinapsis palidopalidales.

A Ipscy; 10Hz |pscg B c
Faciliton Depressing Depressing M/ IWH‘M’“ r
=g (Sagittal) (Coronal) | “ | |
GP  STR / GP - STR W%P /
“D\% v" z] 200 pA 4 200 pA
;3: _'|200 pa \ _ : J mes
g 100 ms
100 ms

Figura 8. Plasticidad sinaptica de corto plazo (STSP) caracteristica de la sinapsis
estriatopalidal (A), palidopalidal, estimulando en Str (B) y palidopalidal estimulando en
GPe (C). Tomado de: Miguelez et al. 2012. Abreviaturas; IPSC, corriente postsinaptca
inhibitoria.

Diversos patrones de actividad temporal pueden ser modificados por la STSP,
estos incluyen; el cambio fasico para la ejecucién de tareas sensoriomotoras,
cambios en la asincronia durante el disparo irregular o durante el desvelo, el
disparo en rafagas durante el suefio, la anestesia o la enfermedad como es el
caso de la enfermedad de Parkinson. En el ultimo caso, estos patrones se cree
que se deben a las interacciones de retroalimentacion entre el NST y el GPe
(Hanson & Jaeger, 2002).
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Modulacion presinaptica

Cuando un neurotransmisor se libera en la terminal presinaptica puede tener
diversos blancos de accion, puede actuar en el mismo sitio donde es liberado —
en la presinapsis—, o en la célula blanco —en la postsinapsis— (Kandel et al.
2012). Para saber si la modulacion esta en la pre- o la post-sinapsis, se utilizan
diversos analisis y protocolos uno de ellos es el protocolo de pulsos pareados.
Este consiste en dar dos estimulos eléctricos sobre los axones que van hacia la
célula blanco, con un intervalo menor a 200 ms. Siendo la amplitud de la
corriente de la respuesta al primer estimulo denominada S1 y la respuesta de
la amplitud de la corriente al segundo estimulo denominada S2. Estas
respuestas son medidas con la técnica de Patch-clamp en célula entera en la
modalidad de fijacion de voltaje en la postsinapsis de la célula (fig. 9). La
relacion de los pulsos pareados (RPP) se mide como la amplitud promedio de
la corriente de la segunda respuesta entre la amplitud promedio de la corriente
de la primera respuesta (RPP = S2/S1). Cuando se dan los estimulos con una
intensidad de estimulacion apropiada puede lograrse que la respuesta S2 se
igual a la respuesta S1 y por lo tanto RPP = S2/S1 = 1 (fig. 9A). Pero si con la
misma intensidad de estimulacion disminuimos el calcio extracelular, la
respuesta de S1 sera mas pequena que la de S2, haciendo que RPP = S2/S1 >
1. Esto se debe a que el bajo calcio disminuye la probabilidad de liberacién
para S1, pero como el intervalo entre S1 y S2 es muy corto permite que el
calcio se acumule, y probabilidad de liberacién para S2 se incremente (fig. 9B).
En cambio, si para la misma intensidad de estimulacion aumentamos la
concentracion de calcio, la respuesta de S1 sera mas grande RPP = S2/S1 < 1,
lo que se explica por el mecanismo inverso, mas calcio hace que aumente la
probabilidad de liberacién para S1, lo que depleta al sitio activo de vesiculas,
asi que cuando se da la respuesta S2 no habra suficientes vesiculas para
liberar y S2 podra ser menor que S1 (fig. 9C). Como tanto S1 como S2 se
generan en la postsinapsis, un transmisor modulador que actue
postsinapticamente deberia provocar un cambio igual en S1 y en S2, esto es,
los cambios postsinapticos no tienen porque modificar la RPP. Por lo mismo,
un cambio en la RPP es indicativo que el modulador actué en la presinapsis
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cambiando la probabilidad de liberacién, por ejemplo modificando la entrada de

calcio (Bargas & Galarraga, 2008).

Asimismo, si se observan eventos sinapticos espontaneos o miniatura, se vera

que éstos aumentan o disminuyen en amplitud pero no en frecuencia si la

modulacién es postsinaptica. Pero si no cambia la amplitud y si la frecuencia,

se asume que la modificacion es presinaptica (Bargas & Galarraga, 2008).
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Figura 9. Estimulacion pareada de una sinapsis. A. Se puede ajustar la intensidad
de estimulacién de un estimulo eléctrico pareado para que con una determinada
concentracién de calcio ambas respuestas sinapticas sean similares (ver las corrientes
postsinapticas a la derecha). B. Si con la misma intensidad de estimulacion de
disminuye el calcio extracelular S2/S1 > 1. C. Si con la misma intensidad de
estimulacién aumenta el calcio extracelular S2/S1 <1. Ver explicacién en el texto.
Modificado de: (Bargas & Galarraga, 2008).

También hay una manera grafica para ilustrar si un cambio es pre- o post-
sinaptico. Para el caso de una liberacion que sigue la distribucion binomial el
contenido cuantico de un evento sinaptico esta dado por el inverso del
coeficiente de variacién (Mcv = CV'2). Lo que quiere decir que si CV? es
funcién de la amplitud de los eventos sinapticos, es el contenido cuantico lo
que cambia, lo cual depende de la presinapsis. Si no hubiese correlacion entre
amplitud y CV2, el cambio en la amplitud se atribuye a la postsinapsis (Bekkers
& Stevens, 1990; Rodriguez-Moreno et al. 1997; Lupica et al. 1992; Johnston,
1995). Note que:

Mcv = (M% 6= Np (1-p)

Donde M es la amplitud promedio de las corrientes sinapticas, o”es la
varianza de los eventos, p es la probabilidad de liberacién del cuanto y

N son los sitios de liberacion.

De esta manera, tenemos varias maneras de saber cuando un transmisor
modulador modifica la amplitud de las respuestas sinapticas debido a que

actua en la presinapsis.

Modulacion colinérgica en el GPe

Los estudios mas importantes realizados en el GPe se han centrado en las
acciones de las sinapsis glutamatérgicas, GABAérgicas y dopaminérgicas
(Cooper & Stanford, 2001; Anaya-Martinez et al. 2006; Jaeger & Kita, 2011;
Abedi et al. 2013). Las acciones de la inervacion colinérgica han recibido

menos atencidon. Se conoce qué receptores muscarinicos se han localizado
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presinapticamente y postsinapticamente en el Str (Galarraga et al. 1999;
Figueroa et al. 2002; Pérez-Rosello et al. 2004, Pérez-Burgos et al. 2008;
Pérez-Burgos et al. 2010). Pero los axones cuyas terminales son moduladas
por receptores muscarinicos en el Str son los mismos que proyectan al GPe
(Galarraga et al. 1999; Figueroa et al. 2002; Pérez-Rosell6 et al. 2004, Pérez-
Burgos et al. 2008; Pérez-Burgos et al. 2010). Entonces es légico suponer que
las terminales estriatopalidales sean también moduladas por receptores
muscarinicos. Se han caracterizado los receptores My, My, y My en el Str por
estudios de autorradiografia, e inmunoprecipitaciéon (Waelbroeck et al. 1990;
Wall et al. 1991; Li et al. 1991; Yasuda et al. 1992; Ferrari-Dileoet al. 1994; Tice
et al.1996), asi también se ha determinado la presencia del ARNm de dichos

receptores (Bernard et al. 1992).

Las NEM expresan predominantemente dos tipos de receptores muscarinicos:
MR y M4R (Bernard, 1992; Yan, 2001). Los M4sR se expresan con mayor
abundancia en la via directa (Santiago & Potter, 2001). Estudios en el Str han
determinado el papel que juega la actividad de los MyR: reducen corrientes
entrantes de Ca®* (ICa) acarreadas por los canales CaV1, CaV2.1 y CaV2.2 a
través de dos mecanismos independientes de voltaje y dependientes de la
activacion de la proteina cinasa C (PKC; Pérez-Rosello et al. 2004, Pérez-
Burgos et al. 2008).

Estudios similares por autorradiografia han determinado la presencia de
receptores muscarinicos M1, My, M4 en el GPe de rata, mono y humano (Cortés
et al.1987; Wang et al. 1990; Piggott et al. 2002; Miyoshi et al.1989). Pero ¢ qué
papel juegan? Asi, el problema que este trabajo abarca es el de la modulacién
colinérgica muscarinica en el GPe. La respuesta a esta pregunta es importante
ya que hay aferentes colinérgicas que conectan al NPP con el GPe (Saper &
Loewy, 1982; Jackson & Crossman, 1983; Woolf & Butcher, 1986;
Gorbachevskaya & Chivileva, 2006). Adicionalmente el GPe podria tener
neuronas colinérgicas locales (Rodrigo et al. 1998) e inervacion colinérgica

proveniente del palido ventral (Bengtson & Osborne 2000).

Pagina 13



Otra cuestion importante es saber si esta modulacién colinérgica es mediada
de forma directa o indirecta ya que se sabe que la activacion de los MRs en el
hipocampo suprime la transmision sinaptica inhibitoria a través de dos
mecanismos distintos, uno que depende de cannabinoides y otro independiente
de los mismos. Mientras la activacion de M;Rs en las terminales presinapticas
suprime la liberacion de GABA de manera directa, en otras sinapsis, la
activacion de M4R/M3R causa la produccibn de cannabinoides
postsinapticamente y subsecuentemente la supresion de la liberacion de GABA
por activacion de los receptores CB1 situados en la terminal presinaptica, para
lo cual los cannabinoides actuan de manera retrograda (Ohno-Shosaku et al.
2003; Fukodome et al. 2004).

En trabajos mas recientes en la sustancia gris periacueductal (PAG) se mostro
que la muscarina actua a través de dos mecanismos distintos: induce la
inhibiciéon de la transmision GABAérgica mediada por endocannabinoides por
medio de la activacion de los M4R en un tipo de neuronas, y en otro tipo de
neuronas también se inhibe la transmision GABAérgica pero no mediante

cannabinoides, si no por la activacion directa de M2R (Lau & Vaughan, 2008).

Asi, se ha mostrado un vinculo entre la activacion de MRs y la produccién de
endocannabinoides. En el GPe se ha demostrado que la activacion de los
receptores CB4 por cannabinoides exdgenos y enddégenos da como resultado
una inhibicién presinaptica de la neurotransmision GABAérgica (Engler et al.
2005).

Plasticidad sinaptica de largo plazo

Una de las mas importantes propiedades del tejido nervioso es la plasticidad de
largo plazo, esto es, la capacidad de modificar el peso de las conexiones
sinapticas de un circuito de manera robusta y prolongada. La funcién de un
circuito neuronal mediante el cambio en sus pesos sinapticos puede modificar,
subsecuentemente, el comportamiento del circuito y de la conducta asociada al

mismo.
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Una sinapsis es mas fuerte si la probabilidad de lograr la comunicacion entre
dos neuronas aumenta. Esto es, si hay pocas fallas y a cada potencial de
accion de la presinapsis casi siempre corresponde una respuesta sinaptica vy,

mejor, un potencial de accién en la postsinapis (Hebb, 1949).

Una sinapsis se hace débil si disminuye la probabilidad de que produzca
potenciales sinapticos en la célula postsinaptica (Hebb, 1949; Bargas &
Galarraga, 2008). La plasticidad sinaptica de largo plazo (LTSP; long term
synaptic plasticity; por sus siglas en inglés) ha sido asociada al aprendizaje y a
la memoria (Kandel et al. 2012), en la actualidad se sabe que cuando un
circuito cambia sus pesos sinapticos la potenciacion de largo plazo (LTP; Long-
Term Potentiation; por sus siglas en inglés), que es un proceso mediante el
cual, breves periodos de actividad sinaptica puede producir un aumento de
larga duracion en la fuerza de una sinapsis, y la depresion de largo plazo (LTD;
Long-Term Depression; por sus siglas en inglés), que es una disminucion de
larga duracionen la respuesta sinapticade las neuronas a la
estimulacion de sus aferentes tras un largo patron  estimulo  (por  ejemplo,
15 minutos de estimulacion a 1 Hz), (Kandel et al. 2012) ambos procesos
suceden al mismo tiempo (Le Bé & Markram, 2006). Pero fue hasta 1973 que
Bliss y Lomo demuestran que una estimulacion repetida de una sinapsis
excitadora del hipocampo causa un aumento en la fuerza sinaptica que dura
varias horas, dias o mas. Sin embargo, desde el punto de vista tedrico esto
habia sido predicho desde 1949 como el substrato necesario para entender el
aprendizaje (Hebb, 1949).

También las sinapsis GABAérgicas exhiben plasticidad sinaptica de largo
plazo: LTP y LTD (Mendoza et al. 2006; Sjostrom et al. 2008; Castillo et al.
2011; Adermark et al. 2009; Rueda-Orozco et al. 2009, Aceves et al 2011b).
Como los GB estan intimamente relacionados con el aprendizaje y la memoria
de procedimientos (Packard & Knowlton, 2002), descubrir y entender los
procesos de plasticidad de largo plazo que se dan en estos nucleos es de gran
importancia. Sin embargo, hasta el momento, existe un vacio en la literatura en

cuanto a describir los procesos de LTP y LTD en los GB en general. Casi toda
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la investigacion ha descansado en la sinapsis glutamatérgica cortico-estriatal
(Shen et al. 2008; Lovinger, 2010), las razones de esto no son nada claras. Es
por esto que, en el presente trabajo, estudiaremos la plasticidad de largo plazo
en el GPe.

Ahora imaginemos: en un circuito hay sinapsis inhibidoras y excitadoras vy
ambas pueden sufrir LTP y LTD de manera cuasi-simultanea mientras la red
aprende. ;Cual es resultado final? Es obvio que asociar una sinapsis
cualquiera a una conducta aprendida no es un experimento apropiado. En el
presente trabajo aislamos las sinapsis inhibidoras GABAérgicas de manera
funcional, esto es, de acuerdo a la STSP que exhiben y nos preguntamos si es
que son moduladas por la muscarina, y en caso de que asi sea, de qué manera

se modulan, o si bien lo hacen de diferentes maneras.

HIPOTESIS

General: hay respuestas colinérgicas muscarinicas en el GPe. Algunas de
esas respuestas podran encontrarse en las sinapsis estriatopalidales. Es
posible que existan mas respuestas pre- y post-sinapticas. Descubrirlas
demostraria que el balance dopamina-acetil-colina no es exclusivo del STr y

que hay que prestar atencién al resto de los GB.

Particulares:

1. Las terminales estriatopalidales poseen receptores colinérgicos muscarinicos

que modulan presinapticamente la liberacién de GABA.

2. Los receptores colinérgicos muscarinicos que modulen la liberacién de
GABA en la sinapsis estriatopalidal lo deberan hacer a través de un efecto
directo sobre los M1Rs puesto que asi sucede con las terminales
intraestriatales provenientes del mismo axén (Galarraga et al. 1999; Figueroa et
al. 2002; Pérez-Rosello et al. 2004, Pérez-Burgos et al. 2008).
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3. También podria haber receptores muscarinicos en la sinapsis palidopalidal
regulando la liberacion de GABA. Aunque es posible que esta modulacion no

ocurra de manera directa y si a través de endocannabinoides.

4. También es posible que algunas neuronas del GPe expresen receptores

muscarinicos postsinapticamente.

5. La sinapsis estriatopalidal presenta plasticidad de largo plazo y ésta es

dependiente de cannabinoides.

OBJETIVOS

Estudiar la modulacion de las sinapsis GABAérgica del GPe mediada por

receptores colinérgicos muscarinicos.

Mediante la técnica de registro de fijacién de voltaje en célula entera (whole-cell
voltage-clamp) registrar corrientes postsinapticas GABAérgicas

estriatopalidales en neuronas del GPe

Utilizar el protocolo de pulsos pareados para observar la modulacion

presinaptica producida por los agonistas a los receptores muscarinicos.

Dividir a las neuronas GABAérgicas del GPe por el tipo de plasticidad de corto

plazo que exhiben.

Explorar la estimulacion de alta frecuencia como protocolo para generar

plasticidad de largo plazo en neuronas GABAérgicas del GPe.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las rebanadas de cerebro de rata

Se ocuparon ratas de la cepa Wistar de dias postnatales de 13 a 15. Se
anestesiaron profundamente, se perfundieron intracardiacamente con solucion
de colina cuya composicion fue (en mM): 124 (CH3); N (Cl) CH,CH,OH, 2.5
KCI, 1.3 MgCl,, 2.4 CaCly, 1.2 NaH;PO4, 26 NaHCOs3, y 10 glucosa saturada
con 95% O, y 5% CO,, después se decapitaron. Notese que durante la
perfusion y la obtencion de las rebanadas el cloruro de sodio se sustituye por
cloruro de colina para mejorar la viabilidad celular. Usando como base la parte
media de cada uno de los hemisferios cerebrales, cada hemisferio se adhirid
por separado, con cianocrilato, a una base de agar con inclinacion de 10° y
esta a su vez al piso de una caja de Petri. Se obtuvieron rebanadas
parasagitales con un angulo anteroposterior de 10°, de 300 ym de espesor
(Beurrier et al. 2006) usando un vibratomo (Vibratome® 1000 Classic, Warner
instruments). Una vez obtenidas, las rebanadas de cerebro se dejaron
equilibrar durante una hora a temperatura ambiente (= 25°C) en una solucion
con liquido cerebral artificial (CSF) cuya composicion fue (en mM): 124 NaCl,
2.5 KCl, 1.2 NaH;POy4, 26 NaHCO3, 2.4 CaCly, 1.3 MgCly, 10 glucosa, 0.2 acido
ascorbico y 0.2 tiourea (pH=7.4; 25-27°C; 298 mOsm/L)

La solucion se mantuvo en burbujeo constante saturada con carbégeno: 5%
CO2 vy 95% O, durante un periodo de una hora para su recuperacion y

estabilizacién antes del registro electrofisiologico.

Registros electrofisiolégicos

Las rebanadas se colocaron en una camara de registro fija a la platina de un
microscopio (Eclipse E600FN, Nikon Instruments Inc) y se perfundieron por
gravedad con la solucion salina extracelular (4—5 ml/min). Las fibras aferentes
fueron estimuladas con un electrodo concéntrico bipolar (Frederick Haer & Co,

Bowdoinham ME), que se coloco sobre la superficie de la rebanada cerebral a
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nivel del Str, se registraron corrientes postsinapticas inhibitorias (IPSC;
Inhibitory postsynaptic currents; por sus siglas en ingles) de las neuronas del
GPe (=500 ym dentro del GPe) con la técnica de patch-clamp en célula entera
en la modalidad de fijacion de voltaje, a temperatura ambiente (25°C) con
microelectrodos de vidrio (Borosilicato, WorldPrecision Instruments) hechos en
un estirador de pipetas (Sutter Instrument Corp, Novato, CA) y pulidos en la
punta mediante una microforja con una resistencia final de 4—6 MQ (MF-830,
Narishige; Tokio, Japén). Los electrodos fueron llenados previamente con un
solucion interna de alto cloro (en mM): 72 KH,PO4, 36 KCI, 10 NaCl, 10 EGTA,
10 HEPES, 1 CaCly, 2.5 MgCl,, 2.4 Mg**-ATP, 0.4 Na*-GTP, 5 lidocaina N-etil-
bromida —QX-314—y 1% biocitina (pH=7.2, 282 mOsM/L). En esas condiciones

las IPSC son corrientes entrantes ya que fueron registradas a -80 mV

Los registros se obtuvieron con un amplificador Axopatch 1D (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA), Durante cada experimento la sefal
electrofisioldgica se monitore6 con un osciloscopio (Tektronix, TDS 3012.), y se
filmaron con un monitor (DAGE-MTI, HR-120), para el control del voltaje y la
manipulacion del electrodo se utiliz6 un micromanipulador (MP-285, Sutter
Instrument Corp, Novato, CA). El rango de la resitencia en serie de 5 a 20
MQ y fue compensada hasta el 80%. La resistencia de entrada y de acceso fue
continuamente monitoreada durante el experimento con un comando de voltaje
y los experimentos fueron descartados si el cambio fue mayor al 20%. Se filtro

la senal a 2 KHz.

Los registros se realizaron en presencia de CNQX (10 uM; antagonista de los
receptores AMPA/KA; dosis saturante) y APV (50 uM; antagonista de los
receptores NMDA,; dosis saturante) para evitar la contaminacion con sinapsis
excitadoras. Se comprobé que las corrientes sinapticas eran puramente
inhibidoras pues las respuestas eran totalmente bloqueadas con 10 uM de
bicuculina o de gabazina (antagonista de los receptores GABA,) (ver figuras
15A, 15C, 16A; Ibafez-Sandoval et al. 2006; Pérez-Rosello et al. 2005;

Tecuapetla et al. 2007). Para obtener las IPSCs con el protocolo de pulsos
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pareados se dieron dos estimulos con un intervalo de 50 ms entre cada pulso
cada 10 s (0.1Hz; 100-500 pA)

Para provocar la STSP se dieron 10 estimulos a 20 Hz cada 10s, los
parametros de estimulacion se ajustaron para obtener corrientes entre100-500
pA durante el control lo cual es alrededor de la mitad de la amplitud maxima
(Tecuapetla et al. 2005). La amplitud de los IPSC fueron medidos de la linea
base al pico de la primera respuesta en el tren (S1 = IPSC4). Para las
respuestas subsecuentes (S2,...n = IPSC,), la linea base restante fue
sustraida. Nuestra medida plasticidad siguié la relacion STSP = IPSCr-1o

(promedio de las 3 respuestas)/ IPSC;.

La amplitud maxima de cada IPSCs (son 10 en total) después de los trenes de
estimulacion que mostraron STD fueron normalizados y ajustados ad hoc con

una exponencial de decaimiento simple (primer orden):

IPSC(H)=y,+Ae """

Donde y, es la linea base asintética. A; es el coeficiente de la exponencial, t es

tiempo y 1 es la constante de tiempo en milisegundos.

Para las IPSCs que mostraron STF se hizo un ajuste con una funcién

exponencial invertida de primer orden:
-x/t
IPSC(t)=y,—Ae

Los parametros quieren decir lo mismo.

Para inducir la LTSP se utilizo el protocolo de estimulacion de alta frecuencia
(HFS), que consistié en dos trenes de 100 Hz (de 1 segundo cada uno; 200
estimulos en total) con un intervalo entre los trenes de 10 segundos (Rueda-
Orozco et al. 2011). La LTSP fue considerada si el cambio en la amplitud del

evento sinaptico duraba al menos 20 minutos.
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Al terminar el experimento la rebanada registrada fue fijada en 4 % de
paraformaldehido y 1 % de acido picrico disueltos en amortiguador de fosfatos
(0.1 M, pH 7.40).

Inmunocitoquimica

Para identificar algunas neuronas registradas se adiciond 1% de biocitina a la
solucién interna de registro (Sigma-Aldrich, St Louis. USA) y luego se siguié un
método inmunocitoquimico (ver Ibafez-Sandoval et al. 2006). Las neuronas
que se llenaron con biocitina se fijaron en una solucion de 4% de
paraformaldehido y 1% de acido picrico durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se lavaron con una solucién amortiguadora de fosfato de
potasio (KPBS) durante 10 minutos, por tres veces para quitar el exceso de
fijador. Al terminarse de lavar, las rebanadas se incluyeron en agar al 7%,
después y se cortaron en un vibratomo (Vibratome® 1000 Classic, Warner
instruments) hasta obtener rebanadas de 40 um de espesor en presencia de
KPBS. Las rebanadas se incubaron con estreptavidina conjugada con Cy3
(1:200 disuelta en PBS, Zymed Laboratorios, San Francisco, CA). Esto nos
permitié visualizar la neurona registrada. Después ésta se incub6é 30 minutos
con albumina bovina al 1% para bloquear los sitios inespecificos. A
continuacion cada rebanada se incub6é por 36 horas con un anticuerpo
monoclonal de conejo contra parvalbumina (anti-PV; 1:2000, Abcam, disuelto
en PBS conteniendo 0.25% de Triton-X). Las rebanadas luego se enjuagaron
con PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario anticonejo, extraido de
cabra, durante una hora y conjugado con FITC (Vector Laboratories,
Burlingame,CA). Después las rebanadas fueron montadas con vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) y puestas en portaobjetos y cubiertas
con cubreobjetos para ser observadas con diferentes filtros de fluorescencia
(Para FITC el filtro pasabandas de excitacion es de 450-490 nm y la emision
515-530; Para Cy3 el filtro pasabandas de excitacion es de 445-465 nm y la
emision 580-620 nm) en un microscopio confocal Olympus FV-1000.
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Neuronas disociadas

Las rebanadas parasagitales de cerebro de 300 um conteniendo en el GPe se
incubaron 20 min con 1 mg/ml de papaina (Calbiochem, Billerica, MA) a 34 °C
para luego transferirlas a una solucion salina baja en Ca®* (0.4 mM CaCl,) para
obtener las células por disociacion mecanica mediante una serie de pipetas
Pasteur de diferente grosor. La suspension se sembré en una caja de Petri
montada en una base de un microscopio invertido (Nikon, Melville, NY, EE.UU)
con una solucion salina que contenia (en mM): 0.001 tetrodotoxina, 130 NaCl, 3
KCI, 5 BaCly, 2 MgCl,, 10 HEPES, y 10 glucosa, pH = 7.4 con NaOH y 300 + 5
mOsm/L con glucosa. Los registros en fijacién de voltaje se realizaron del GPe
central que median 13 a 30 micrometros de diametro con capacitancias de 12 a
13 pF). La solucion interna de registro contenia (en mM): 180 N-metil-D —
glucamina (NMDG), 40 HEPES, 10 EGTA, 4 de MgCl,, 2 ATP, 0.4 GTP, y de
0.1 leupeptina, pH = 7,2 con HySO4, 280 £ 5 mOsm/L. Los registros en la
modalidad de célula entera se obtuvieron con un amplificador Axopatch 200B
(Axon Instruments) y se monitorearon con pClamp v.8 y una interfaz DMA de
125 kHz (Axon Instruments). Las corrientes que pasan por los canales de Ca"
se registraron utilizando Ba®* (5 mM) como acarreador de carga, mientras se
bloguearon los canales de Na* con 1uM de tetrodotoxina y los de K" con el
mismo Ba®* ademas de tener NMDG en la solucion intracelular. Se realizaron
curvas corriente-voltaje (I-V) completas antes y después de las aplicacion de
algun farmaco con las corrientes obtenidas por comandos de voltaje
rectangulares de -80 a + 50 mV y 20 ms de duracion (en pasos de 10 mV) o
con comandos en forma de rampas de voltaje (0,7 mV/ms; -80 a 50 mV) de 200
ms de duracion. Ambos comandos arrojaron resultados similares (Pérez-

Burgos et al. 2008) que se superponian.
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Procesamiento de datos y estadisticas

Los registros digitalizados fueron importados para ser analizados con un
programa comercial (Origin v. 7. Microcal, Northampton, MA). Las estadisticas
realizadas se hicieron en el programa Systat 11 (SYSTAT Software, Inc.).
Cuando los casos fueron comparados antes y después del tratamiento se usoé
la T de Wilcoxon, cuando los tratamientos fueron multiples se utilizé el test de
Friedman con pruebas post hoc de Tukey. Cuando las muestras no fueron
apareadas se utilizo el test de U Mann-Whitney o en el caso de tratamientos
multiples el test de Kruskall-Wallis con post hoc de Dunn. P < 0.05 fue utilizado
para considerar un cambio significativo. El analisis estadistico de la variabilidad
sinaptica fue evaluado con el coeficiente de variacion (CV = desviacion
estandar de la amplitud de los IPSCs / la amplitud promedio de la amplitud de
los IPSCs), el contenido cuantico (Mcv) fue aproximado por Mcv = CV?
(Amplitud promedio de los IPSCs)? / (La varianza de la amplitud de los IPSCs)
(Bekkers & Stevens, 1990; Rodriguez-Moreno et al. 1997; Lupica et al. 1992; y
Johnston, 1995 Lupica et al. 1992; Sims et al. 2008).
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Figura 10. Condicién general de los experimentos. A. Arreglo experimental donde
R, es el eléctrodo de registro (en whole cell voltage-clamp); Cx, corteza; Str, estriado;
GPe, Globo palido externo; pA, picoamperios. B. Curso temporal de las amplitudes de
los IPSCs (ver la variacion cuantica en presencia de los antagonistas glutamatérgicos
CNQX (10 uM) y APV (50 uM). Se muestra el bloqueo de los receptores GABA,
con el antagonista gabazina (10 uM). C. Trazos representativos del curso temporal, en
1 tenemos control y en 2 la corriente es bloqueada por la gabazina.
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RESULTADOS

SECCION |

Hay dos tipos de plasticidad sindptica de corto plazo en sinapsis

GABAeérgicas registradas en neuronas del GPe.

Con estimulacion de campo dentro del estriado se activan las fibras
estriatopalidales (fig. 11A; Goldberg & Bergman, 2011). Esos axones hacen
sinapsis con las neuronas del GPe; la mayoria de las conexiones corresponden
a la via indirecta de los GB. Pero algunas neuronas palidales envian sus
axones al Str (Kita, 2007) y también pueden ser activadas antidromicamente
con cierta frecuencia con un estimulo intraestriatal, lo que permite activar la
sinapsis palidopalidal (fig. 11D; Mallet et al. 2012). La estimulacion eléctrica en
el Str entonces puede activar ambas conexiones: la estriatopalidal y la
palidopalidal (Kita,et 2007; Goldberg & Bergman 2011; Mallet et al. 2012;
Schwab et al. 2013).

Cuando se aplica un estimulo apropiado, las latencias no pueden distinguir
entre las sinapsis estriatopalidales y palidopalidales (Ogura & Kita 2000). Por lo
tanto, en el presente trabajo designamos funcionalmente las respuestas que se
presentan por la clase de plasticidad de corto plazo que manifiestan: STD o
STF.

Asi en una de nuestras muestras un electrodo (ver materiales y métodos)
localizado en el Str provocd IPSCs que exhibian STF en la mayoria de los
casos: 16 de 22 células registradas (fig 11B). En el resto, 6 de 22 células
registradas (1/3) mostré STD (fig 11E; Beurrier et al. 2006). Ya se ha descrito
que las sinapsis que muestran STF corresponden a las estriatopalidales
mientras que aquellas que muestran STD corresponden a las sinapsis
palidopalidales (Sims et al. 2008; Miguelez et al. 2012). En este trabajo nos
referiremos a las sinapsis que muestran STF y o que muestran STD debido a la

posible contaminacion cuando usamos la estimulacion de campo. Ademas, no
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todas las posibles fuentes de GABA que tienen como blanco al GPe se han

identificado (Mena-Segovia et al. 2004).

Asi, dando un tren de estimulos a 20 Hz en el Str la mayoria de las IPSCs
registradas en el GPe muestran STF y mayoritariamente se trata de sinapsis
estriatopalidales. Medimos la relacion de facilitacion como Ila amplitud
promedio de las ultimas 3 IPSCs (7 a 10) entre la amplitud promedio del primer
IPSC: IPSCS7.10/IPSC4. En el control esta medida arrojé (promedio * error
estandar): 1.72 £ 0.023 (n = 10; mediana 1.59; figs. 11A, 11B, 11C). El ajuste
de una funcién exponencial invertida arroja una constante de tiempo, 1=150 %
30 ms con r* = 0.97 (Fig. 11C), (donde r? es el coeficiente de correlacién de

pearson)

El resto de las sinapsis mostré STD, que se ha descrito corresponde a las
sinapsis  palidopalidales activadas antidromicamente en rebanadas
parasagitales (figs. 12D, 12E; Miguelez et al. 2012). La relacién usada para
cuantificar la depresion: IPSCS7.1¢/IPSC4 = 0.60 + 0.01 (n = 6; mediana = 0.6).
Una exponencial simple produjo una t= 83 + 11 ms (r? = 0.98; fig. 11H). El
estimulo intrapalidal en rebanadas coronales (Fig. 11C) produjo una depresion
de 0.45 + 0.01 (Fig. 11H; n = 4; mediana 0.46) con una t= 67 + 12 ms (r* =
0.97; Fig. 111; NS). Estos resultados corroboran que la estimulacion de campo
en el Str puede producir IPSCs en la postsinapsis de las neuronas palidales
con 2 diferentes tipos de plasticidad: STF y STD, la mayor proporcion
corresponde a las sinapsis-STF cuando el estimulo es dado en el Str, cuando
el estimulo es dado dentro del GPe Unicamente son registradas las sinapsis-
STD.
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Figura 11. Plasticidad sinaptica de corto plazo (STSP). A, B, C. El esquema
muestra el protocolo de estimulacion en la sinapsis STF (probablemente
estriatopalidal), en rebanadas sagitales, mientras se registra una neurona del GPe (A).
Un tren de estimulos a 20 Hz produce facilitacion de corto plazo (STF) de las
corrientes postsinapticas inhibitorias (sinapsis-STF). ElI promedio es el trazo mas
grueso (15 eventos), la variacion cuantica se ilustra con los trazos mas delgados (B).
La relacién entre las amplitudes muestra facilitacion (C). D, E F, Esquema que ilustra
el protocolo de estimulacion en sinapsis-STD en rebanadas sagitales (el estimulo
probablemente activa los axones de las conexiones palidoestriatales
antidrémicamente), mientras que una neurona del GPe postsinaptica se registra la
sinapsis palidopalidal debido a la colateral del axén estimulado (D). El tren de
estimulos a 20 Hz produce depresién de corto plazo (STD): el promedio (trazo rojo) es
de 6 experimentos (E). La relacién entre las amplitudes muestra depresion (F). G, H, |,
El esquema ilustra el protocolo de estimulacién de las sinapsis-STD en rebanadas
coronales. El electrodo estimula neuronas dentro del GPe las cuales activan axones
colaterales que interconectan con otras neuronas palidales mientras se registra una
neurona del GPe (G). La activacion de estas sinapsis exhibe STD.
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La activacion de los receptores muscarinicos colinérgicos inhibe a ambas

clases de sinapsis.

Examinamos el efecto de la activacion de los receptores muscarinicos sobre
las corrientes postsinapticas inhibitorias (IPSCs) registradas en neuronas del
GPe que mostraron STF (se muestra el primer par de corrientes; Cooper &
Stanford 2001; Engler et al. 2006). La activacion muscarinica en las sinapsis-
STF produjo una disminucién de la liberacion del neurotransmisor en todas las
neuronas registradas (fig. 12A). La muscarina redujo la amplitud de la primera
IPSCs en 63 +5 % (n =16/16 =100%; P < 0.001; T de Wilcoxon).

Cuando se aplica muscarina estimulando desde el Str las sinapsis que
presentaron STD también respondieron con una disminucion en la liberacion de
GABA en todos los casos. La amplitud de los IPSCs disminuye un 48 £ 13% (n
=6; P <0.01; T de Wilcoxon).

La accién de la muscarina fue similar en ambas sinapsis. En ambas sinapsis
aumenta la RPP (fig.12C), disminuye la amplitud y el coeficiente de variacién y
la reciproca del coeficiente de variacion al cuadrado es funcion lineal del
cambio de la amplitud lo que confirma que el efecto es presinaptico (fig.12F;
(Bekkers & Stevens, 1990; Rodriguez-Moreno et al. 1997; Lupica et al. 1992;
Johnston, 1995; Lupica et al. 1992; Salgado et al. 2005; Tecuapetla et al. 2007;
Sims et al. 2008) En otras palabras, la reduccién en la amplitud disminuye la

cantidad de cuantos liberados.

De lo anteriror se obtiene las siguientes conclusiones parciales: estimulando en
el estriado una neuronas del GPe responde con IPSCs que pueden exhibir STF
y STD. El incremento de la RRP, la disminucién en la amplitud y la relacién del
CV? con la amplitud son indicativos de que la activacién de receptores

muscarinicos presinapticos regulan la liberacidon en ambas sinapsis.

Por lo tanto, una funcion de la entradas colinérgica sobre el GPe es regular la
liberacion de GABA de la presinapsis, como previamente se mostré para las

colaterales axonicas entre las NEM (Perez-Rosello et al. 2005).
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Figura 12. Modulacién muscarinica de las sinapsis STFy STD. A. Curso temporal
de la accion de la muscarina sobre las IPSC evocadas mediante la estimulacion de
una sinapsis STF (en presencia de 10 uM CNQX y 50 uM APV) Las IPSCs se reducen
después de la aplicacion de 1uM de muscarina. La amplitud promedio £ error estandar
del primer IPSCs de los pares es graficado. A la derecha se muestran los trazos
representativos de la respuesta al estimulo tomada en diferentes momentos del curso
temporal indicada por numeros. Las barras indican el tiempo de aplicacion de la
muscarina. El trazo sobrepuesto se normaliza a la amplitud del primer IPSC. B. Curso
temporal de la accion de la muscarina sobre las IPSC evocadas mediante la
estimulacién de una sinapsis STD con el protocolo de pulsos pareados. Las IPSCs
también se reducen después de la aplicaciéon de 1uM de muscarina. C. Los cambios
producidos por la muscarina son similares en ambas sinapsis. Los cambios en la
relacion de los pulsos pareados, RPP = segundo IPSC / primer IPSC, por accién de la
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muscarina se incrementa (**P < 0.01). D. Las amplitudes absolutas de la primera
IPSC disminuye en todos los casos de la muestra (***P < 0.001). E. El coeficiente de
variacion (CV) se incrementé en todos los casos (**P < 0.001). F. El contenido
cuantico (mgy = CV?) es funcion de la amplitud.

La accién muscarinica sobre las sinapsis-STF es bloqueada por

antagonistas selectivos al receptor muscarinico de la clase M;

La figura 13A ilustra que el efecto de 1uM de muscarina: disminuye la amplitud
de las corrientes en todas las neuronas evaluadas. El efecto es especifico y se
revierte con 10 uM de atropina (n = 6; **P < 0.03; Friedman post hoc Tukey).
Los insertos (derecha) son trazos representativos tomados del curso temporal —
indicados con numeros—. La grafica pareada resume los experimentos de la

muestra (fig. 13B).

La figura 13C ilustra un protocolo utilizando un antagonista mas selectivo por
los M1R: 1 uM de pirenzepina. El efecto muscarinico fue bloqueado. A la
derecha estan las respuestas pareadas durante el curso temporal sefialadas

con numeros. La figura 13D ilustra los experimentos de la muestra (n = 6).

Los mismos resultados se obtuvieron cuando se uso la toxina de la mamba
verde, MT-7, que es un bloqueador especifico del M1R (Kukkonen et al. 2004).

500 nM de esta toxina (fig. 13E) también bloquea la accién muscarinica (n = 3).

En cambio, el antagonista selectivo para los receptores My, la tropicamida,
(Betz et al. 2007), no bloqued el efecto de la muscarina (n = 3; fig.14A). La
accion de la muscarina fue similar al control: 62.34 +/-5.58. Asi mismo se probé
un antagonista especifico, 50 nM de la toxina de la mamba verde MT-3 con
resultados también negativos (n = 3; fig. 14B). Estos resultados sugieren que
las sinapsis-STF son reguladas presinapticamente por receptores My, como
sucede intraestriatalmente en terminales que provienen de los mismos axones
(Perez-Rosello et al. 2005).
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Figura 13. El efecto muscarinico en la sinapsis-STF es mediado por los
receptores M;. A. Curso temporal de la amplitud de las IPSCs antes y durante la
accion de 1uM de muscarina: la amplitud de las IPSCs disminuye. Lo cual se revierte
con 10 uM de atropina. Las barras muestran el tiempo de aplicacién de los farmacos,
cada simbolo representa el promedio % el error estandar de 12 eventos sinapticos
individuales. A la derecha se ilustra el trazo representativo de la respuesta pareada
obtenida del curso temporal indicada por los nimeros. B. Grafica de lineas pareadas
que muestra el porcentaje de cambio de la amplitud de los IPSC durante el efecto de
la (n = 6; **P < 0.01). La adicién subsecuente de atropina recupera significativamente
la amplitud de los IPSCs (n = 6; **P < 0.03). C. Curso temporal de la amplitud de los
IPSCs en las sinapsis-STF cuando 1 uM de pirenzepina es administrada antes de la
muscarina. La pirenzepina no tiene efecto significativo por si misma pero bloquea la

Pagina 30



adicion de 1 uM muscarina. A la derecha se ilustra trazos tomados a diferentes
momentos. D. Grafica que resume la muestra. E. Curso temporal mostrando que 500
nM de toxina de mamba verde (MT-7) bloquean la accion de la muscarina.
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Figura 14. Los antagonistas de los receptores M, no bloquean la accién
muscarinica. A. Curso temporal de la amplitud de las IPSCs de la sinapsis-STF
cuando se administar 1 uM de tropicamida: la muscarina exhibe su accion usual. A la
derecha hay trazos representativos. B. Tampoco 50 nM de la toxina MT3 afecta la
accién de la muscarina. A la derecha se ilustran trazos representativos.

Pagina 31



El efecto de la muscarina en la sinapsis STF no es mediado por
cannabinoides y silo es en la sinapsis STD

Se ha descrito que la modulacién muscarinica de la transmision sinaptica
puede estar mediada por cannabinoides (Ohno-Shosaku et al. 2003; Fukodome
et al. 2004; Lau & Vaughan, 2008). Examinamos esa posibilidad tanto en
sinapsis de tipo STF como del tipo STD pues en el GPe se expresa una gran
cantidad de receptores CB4 (Herkenham, 1991; Engler et al. 2006; Ergetova &
Elphick, 2000) y su activacion inhibe la liberacion de GABA de la sinapsis
estriatopalidal (Engler et al. 2006).

Para ver si el efecto de la muscarina es mediada de manera directa o indirecta
por endocannabinoides de forma presinaptica, en las sinapsis-STF y STD, se
utilizé un antagonista selectivo de los receptores CB1, el AM 251. Nos
preguntamos si el bloqueo de los receptores CB1 inhibe o no las acciones
muscarinicas en la sinapsis-STF. La figura 15A ilustra el curso temporal de la
amplitud de los IPSCs antes y durante la adicion de 1 uM AM 251. EI farmaco
no tuvo efecto por si mismo, sugiriendo que los endocannabinoides se
encuentran en concentraciones muy bajas en el fluido extracelular de esta
preparacion. En presencia de este antagonista, la adicion de 1 uM de
muscarina tuvo su efecto habitual: disminuyé la amplitud de las IPSCs. Estos
resultados sugieren que en las sinapsis STF los endocannabinoides no median
la accion muscarinica. Observe que un antagonista a los receptores GABAj, 10
uM gabazina, bloquea la corriente remanente demostrando que es mediada por
GABA en su totalidad. La grafica de la figura 15B ilustra los experimentos
individuales de la muestra de sinapsis-STF. La muscarina tuvo efecto en
presencia de AM 251 en 12 de 18 neuronas registradas en el GPe cuando se
estimula desde el estriado: 49 +/- 7% (***P < 0.001; Friedman).

Se realizé un experimento similar en las sinapsis-STD (fig. 15C). Igualmente,
las amplitudes de las IPSCs registradas no mostraron cambios al adicionar AM
251. Las barras indican los tiempos de administracion. Pero en este caso, si en
presencia de AM 251 se adiciona muscarina las acciones de la misma son
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anuladas. A la derecha se muestran las corrientes representativas. La grafica
en 15D muestra los experimentos individuales en sinapsis STD (n = 6).
También aca, la gabazina inhibe todas las corrientes indicando que son
mediadas por GABA. Cuando comparamos las acciones de los cannabinoides
en las sinapsis STF y STD las diferencias fueron significativas (P < 0.035;
Mann Whitney).

Estos resultados sugieren que los cannabinoides liberados al espacio
extracelular actuan como un transmisor retrogrado (Engler et al. 2006),
mediando el efecto muscarinico. Si esta conclusion es correcta, entonces, en la
sinapsis STD deberian de expresar presinapticamente los receptores CB;.
Como todas las acciones directas o indirectas se bloquearon con antagonistas
del receptor My es entonces posible que algunas neuronas del GPe lo expresen
postsinapticamente. Estos receptores pueden acoplarse a proteinas Gg11 lo
que podria inducir cambios en el calcio intracelular (Pérez-Burgos et al. 2008).
Asi, decidimos indagar si hay algunas neuronas del GPe que expresen
receptores muscarinicos de manera postsinaptica. Y si esto fuese cierto, la
quelacion del calcio intracelular — por ejemplo con 20 mM de BAPTA —deberia

bloquear la modulacién presinaptica por cannabinoides.
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Figura 15. La modulacién difiere en las conexiones STF comparadas con las
STD. A. Curso temporal de la amplitud de las IPSCs antes (1) y durante (2) la adicion
de 1 uM AM 251 —antagonista selectivo de los receptores CB,—. El antagonista no
tiene efecto por si mismo. Pero la adicién posterior de 1 uM de muscarina tiene el
efecto usual: la reduccién en la amplitud de las IPSCs. Por lo tanto, el bloqueo de los
receptores CB; no reduce el efecto muscarinico. B. A la derecha se muestra trazos
representativos de las IPSCs asi como experimentos individuales de la muestra (n =
10; ***P < 0.001; Friedman, comparando con AM 251 vs. AM 251 mas muscarina). C.
Curso temporal de la amplitud de las IPSCs en conexiones STD. El antagonista a CB1
no tiene efecto por si mismo. Sin embargo, se pierde todo el efecto de la adiciéon de 1
uM de muscarina. A la derecha se muestran trazos representativos. D. La muestra
ensefia que no hay acciones muscarinicas cuando el AM 251 bloquea los receptores
CB1.

La quelacion intracelular de calcio inhibe la actividad de la muscarina en

sinapsis STD

Para que haya sintesis de cannabinoides en las neuronas del GPe y estos
puedan actuar como mensajeros retrogrados, debe de haber un incremento en
las concentraciones de Ca®" intracelular (Engler et al. 2006). Las cascadas de

sefalizacion asociadas con los receptores muscarinicos del tipo My
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incrementan el Ca*‘intracelular (Pérez-Burgos et al. 2008). Por lo tanto, la
quelacion del Ca*intracelular en neuronas en que la modulaciéon muscarinica
esta regulada por cannabinoides deberia de suprimir las acciones colinérgicas
mediadas por cannabinoides enddgenos, pero no impediria las acciones de los

cannabinoides exogenos.

Un experimento representativo se ejemplifica en el curso temporal de la figura
16A. La adicién de 20 mM de BAPTA —un quelante de calcio— en la pipeta de
registro bloqued el efecto de la muscarina (n = 5) en las sinapsis-STD. Sin
embargo, el agonista a los receptores CBq, WIN5212-2, pudo reducir la
amplitud de las IPSCs en presencia de BAPTA intracelular en un 54 + 14 %.
Estos resultados sugieren que los receptores CB1 estan presentes en las
terminales de la sinapsis STD, y que las acciones muscarinicas podria
deberse a la sintesis de cannabinoides enddgenos por algunas neuronas
postsinapticas. Los experimentos individuales de esta muestras se ilustran el la
figura 16B (n = 5; *P < 0.05; Friedman)

Los resultados implican que algunas neuronas del GPe poseen receptores
muscarinicos postsinapticos funcionales. Para estar seguros de que esto es
asi, registramos neuronas disociadas del GPe, quitando toda influencia
presinaptica. En la figura 16C se muestra el curso temporal de la amplitud de
las corrientes de calcio de una neurona del GPe (Pérez-Rosello et al. 2005;
Pérez-Burgos et al. 2008). 1uM de muscarina redujo la corriente de calcio y la
accion fue reversible. Esto se observé en 6 de16 neuronas registradas (37%).
En una fraccion de células del GPe la reduccion fue de 21 £ 6% (n = 6; *P <
0.05; T Wilcoxon).

También se utilizé el antagonista selectivo a los receptores M1, MT-7, para
estar seguros si es el mismo receptor el que actua en la postsinapsis y por
ende en la sinapsis-STD (n = n = 9; **P < 0.001; Friedman). En presencia de
este farmaco no se presento ningun efecto, en cambio cuando se lavo la

muscarina revelo su efecto.
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Sin embargo, en la mayoria de las neuronas del GPe las corrientes de calcio no

respondieron a la muscarina (n = 10/16 o 63%; figuras. 16 |-K). Esto sugiere

que la poblacién neuronal del GPe es heterogénea (Nambu & Llinas 1994;
Cooper & Stanford, 2000; Kita 2007; Goldberg & Bergman, 2011; Mallet et al.

2012).

En resumen, mostramos efectos postsinapticos de la muscarina en algunas

neuronas del GPe. Esto implica que podrian poseer vias de sefalizacion para

la sintesis de cannabioides. También mostramos que la sinapsis STD puede

ser modulada por receptores CB1. Los receptores muscarinicos expresados en

la postsinapsis al ser activados pueden producir endocannabinoides. En

conjunto, la cantidad de sinapsis-STD es mucho menor las sinapsis-STF,

cuando la estimulacion se da en el Str (Schwab et al. 2013).
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Figura 16. El efecto muscarinico en las sinapsis-STD es bloqueado por la
presencia de un quelante del calcio intracelular. A. Curso temporal de las
amplitudes de los IPSC de una sinapsis-STD en presencia de 20 mM de BAPTA
intracelular (1). Las barras indican el tiempo de aplicacion de los farmacos. El efecto
de la muscarina es bloqueado después de la quelar el Ca** intracelular (2). La adicion
subsecuente de 10 uM de WIN 55212-2 -3, agonista de los receptores CB,—disminuye
la amplitud de las IPSCs, sugiriendo que en las sinapsis depresoras también expresan
receptores CB4. A la derecha podemos observar trazos representativos de los IPSC
tomados del curso temporal, denotados por nimeros. B. Una muestra de sinapsis
depresoras (n = 5; *P < 0.05; Friedman). C. Curso temporal de la modulacion de la
corriente de Ca®" por 1 uM de muscarina en neuronas del GPe disociadas; la
modulacion fue reversible. D. Relacion corriente-voltaje antes y durante el efecto de la
muscarina (obtenida con comandos en forma de rampa). E. Grafica de lineas
pareadas muestran una muestra de células sensibles a muscarina (n = 6; *P < 0.05; T
Wilcoxon). F. Curso temporal de una célula palidal en presencia de MT-7 antagonista
selectivo de los receptores M1, cuando se lava este farmaco se revela la accion de la
muscarina. G. Gréfica |-V de la célula antes y durante la muscarina en presencia de o
ausencia de MT-7. H. Grafica de lineas pareadas muestran la muestra de células
tratadas con MT-7 en presencia o ausencia de muscarina (n = 9; *P < 0.001;
Friedman) I. Curso temporal de una célula del GPe que no respondi6 a la muscarina.
J. Gréficas |-V de las células no sensibles antes y después de la aplicacion de
muscarina. K. Grafica que ilustra la muestra de neuronas insensibles a la muscarina;
note las diferentes escalas en comparacién con E.
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A algunas neuronas registradas con sinapsis-STF y sinapsis-STD se les realizo
inmunocitoquimica contra parvalbumina (PV). En la figura 17A se muestra una
neurona registrada en el centro del GPe, que presento STF y esta llenada con
biocitina. Se observa el soma y algunas dendritas. Esta célula fue positiva a
PV. Junto a ella se observan otras neuronas positivas a PV. En la fg. 17C se
ven las dos imagenes sobrepuestas indicando con la flecha blanca que son la
misma neurona —color amarillo—. De las 12 neuronas registradas que
presentaron STF en 4 casos pudimos recuperar las células y encontramos que
eran PV+. En la figura 17D también podemos observar una célula marcada con
biocitina que presentdé STD. Al realizar la inmunocitoquimica contra PV dio
negativa —observe que hay somas inmunopositivos a PV a su alrededor. La
sobreposicidon muestra que la célula es negativa —solo color rojo—. Tres de las
neuronas registradas con STD fueron recuperadas con inmunocitoquimica y

fueron negativas a PV.

Figura 17. Identificacién de las neuronas del GPe. A. Micrografia de fluorescencia
confocal de una neurona registrada en el centro del GPe y llenada con biocitina, en
rojo y que presentdé STF. En B se muestra la inmunoreaccion contra PV (en verde).
Note que la neurona registrada esta rodeada de otras PV+. En C podemos ver la
sobreposicion de A y B: se observa que es la misma neurona con doble marca
(amarillo). D. Otra célula llenada con biocitina (rojo) que presento STD y que fue PV-no
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expresa PV aunque esta rodeada de neuronas PV+ E. F: la sobreposicion de Dy E
muestra que la neurona registrada solo esta contiene biocitina. Escala = 50 um.

SECCION lI

Plasticidad sinéptica de largo plazo en la sinapsis estriatopalidal

La potenciacién sinaptica de largo plazo (LTP) es el incremento duradero en la
probabilidad de liberacion de neurotransmisor. Puede generarse después de un

tren de estimulos.

En cambio, la depresion sinaptica de largo plazo (LTD) es la disminucién de

largo plazo en la probabilidad de liberar neurotransmisor.

Estos fendbmenos han sido estudiado ampliamente en hipocampo y corteza
(Malenka 2002; Chevaleyre 2006; Mendoza et al. 2006; Sjostrom et al. 2007;
Bliss & Collingridge, 2013) en sinapsis excitadoras e inhibidoras. En los GB la
sinapsis mas estudiada es la corticostriatal entre las piramidales y las NEM
(Shen et al. 2008; Adelmark et al. 2009; Berreta et al. 2009). Mas
recientemente se han abordado otras sinapsis de los GB (Rueda-Orozco et al.
2009, Aceves et al 2011b; Dupuis et al. 2014). En todas estas estructuras se

han descrito LTP, LTD tanto en sinapsis inhibidoras como excitadoras.

Aqui indagamos si la sinapsis GABAérgica estriatopalidal (STF) exhibe LTP o
LTD. Usamos un protocolo de 2 trenes de estimulacién a alta frecuencia —100
Hz- en el Str (Mendoza et al. 2006).

La sinapsis estriatopalidal presenta LTD

En la figura 18A se muestra el curso temporal de la amplitud de las IPSCs
normalizando n = 11 experimentos. Después de la estimulacion de alta
frecuencia (HFS) la sinapsis se deprimi6 y el cambio durd varios minutos (n =
11; 50.4% +/- 7.33; P < 0.001; T de Wilcoxon). Todo esto en presencia de 10

Pagina 39



uM de CNQX y 50 uM de APV para bloquear los NMDA_R. A la derecha se

muestran trazos representativos antes y después de la HFS.

Usamos pulsos pareados, la RPP y el coeficiente de variacion para tratar de
averiguar si el cambio es pre- o post-sinaptico (Faber & Korn, 1991; Guzman et
al 2003; Lépez-Huerta et al. 2008). En la figura 18B se muestra que la RPP no
cambia. En la figura 18C se ilustran los casos individuales de la muestra: la
disminucién en la amplitud es significativa (P < 0.001; T de Wilcoxon). En los
experimentos realizados bajo estas condiciones se presentoé una LTD estable y
duradera. Los cambios en el CV no nos permiten dilucidar si el fenbmeno es
pre- o post-sinaptico. Por lo que habria que realizar mas analisis (Faber & Korn,
1991).
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Figura 18. La sinapsis estriatopalidal presenta depresiéon de largo plazo (LTD)
ante un tren de HFS. A. Curso temporal de la induccién de LTD por estimulacién de
2 trenes de alta frecuencia a 100 Hz usando el protocolo de pulsos pareados en
presencia de 10 uM CNQX y 50 uM APV. Cada simbolo representa el promedio + error
estandar de 12 eventos sinapticos individuales de la primera corriente postsinaptica
inhibitoria. A la derecha se muestran trazos representativos. B. Los cambios en la
RPP no son significativos. C. La amplitud de las corrientes postsinapticas inhibitorias
disminuyen en todos los casos de la muestra (***P < 0.001; T de Wilcoxon). C. EI CV
no presenta cambios significativos.

La LTD estriatopalidal depende de los receptores a NMDA

Los receptores N-metil D-aspartato (NMDA) pueden participar en la LTD (Kauer
& Malenka, 2007; Citri & Malenka, 2008). EI GPe presenta este receptor
(Bernard & Bolam, 2001). Por esto, decidimos evaluar el efecto de la activacion
de estos receptores en la LTD de la sinapsis estriatopalidal. El resultado fue
que la activacién de los NMDA R aboli6 la LTD en la mitad de las sinapsis. En
la figura 19B se muestra el curso temporal de la sinapsis estriatopalidal
después de 2 trenes de HFS cuando no se bloquean los receptores NMDA,
podemos ver 2 efectos: uno en el cual no se presenta la LTD (rojo) y otro en
que si se presenta (azul). Cuando no hubo un cambio significativo en el tamafio
de los sinapticos 19D, tampoco cambio6 la RPP (fig. 19C; n = 7; NS). Cuando
hubo LTD disminuy6 la amplitud de los IPSCs en un 58 +/-8 % (fig. 19E; n = 8§;
p < 0.01; T de Wilcoxon) y se acompaind de con un cambio en la RPP (fig.
19F).
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Figura 19. Algunas sinapsis STF presentan LTD después de un HFS. A Rojo:
Trazos que no presentaron LTD. Azul trazos que si presentaron LTD. B. Curso
temporal de la inducciéon de LTD por estimulacién de 2 trenes HFS a 100 Hz
registrando pulsos pareados en presencia de 50 uM APV; en la sinapsis GABAérgica
estriatopalidal. Cada simbolo representa el promedio * error estandar de 12 eventos
sinapticos individuales de la primera corriente postsinaptica inhibitoria. Rojo: promedio
y normalizacion de los experimentos que no respondieron a la HFS. Azul:
experimentos que si respondieron a la HFS. Flecha: momento de la HFS. C, D. No
cambia la RPP ni la amplitud. (n = 7; NS). E, F. Aumento en la RPP (**P < 0.01; T de
Wilcoxon y en las amplitudes de las corrientes (***P < 0.01; T de Wilcoxon).

LTD del GPe es dependiente de cannabinoides

Por otra parte se ha demostrado que el GPe es un nucleo que expresa una
cantidad importante del receptor CB4 (Herkenham et al. 2001) y que la
depresion de largo plazo en algunas sinapsis es dependiente de cannabinoides
(Kreitzer & Malenka, 2007; Shen et al. 2008), por eso nos dimos a la tarea de
saber si existe una relacion estrecha entre los cannabinoides y la LTD en el
GPe. En efecto, es posible que los receptores CB¢ estén involucrados en la
generacion de la LTD en la sinapsis estriatopalidal, porque cuando
adicionamos el antagonista a los receptores CB4y -1 uM AM251— |la LTD se

ocluye en 50% de los casos, se muestra el curso temporal normalizado de 6
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experimentos en la figura 20A, note que no hay ningun efecto del AM251 por si
solo, no hay cambio significativo en los IPSC después de la HFS —figura 20B—

en todos los experimentos realizados —figura 20C—.
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Figura 20. La LTD en la sinapsis estriatopalidal es dependiente de
cannabinoides. A. Curso temporal de la oclusién de la LTD —en presencia de 10 uM
CNQX, 50 uM APV y 1 uM de AM251; en la sinapsis GABAérgica estriatopalidal en
rojo—. Cada simbolo representa el promedio + error estandar de 12 eventos sinapticos
individuales de los IPSC. En negro se muestra la comparacién cuando no se adiciona
el bloqueador de los CB;_R —solo CNQX y APV. B. Se muestran los trazos
representativos de la respuesta al estimulo tomada en diferentes momentos del curso
temporal indicada por numeros, la flecha —negra— indica el tiempo cuando se dieron
los estimulos. C. No hay cambios significativos de los IPSC antes y después del HFS
cuando es bloqueado el CB1_R.

La LTD del GPe dependiente de receptores metabotrépicos

glutamatérgicos.

Se ha demostrado que la sintesis y producciéon de endocannabinoides podria
estar desencadenada por la activacion de receptores metabotropicos tanto
muscarinicos (Ohno-Shosaku el al. 2003; Fukudome et al. 2004; Jo et al. 2010;
Ahumada et al. 2013) como glutamatérgicos (Oilet et al. 1997; Collingridge et
al. 2010; Tang et al. 2013). En el GPe se expresan ambos receptores (Hanson
& Smith, 1999; Cortés et al. 1987; Wang et al. 1990) y modulan la liberacion de
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GABA, (Poisik et al. 2003) por eso es importante ver si tienen una participacion

en la LTD de la sinapsis estriatopalidal.

En el caso de la activacion de los MR en la generacion de la LTD, no se
observdé ningun efecto cuando se bloquearon previamente los receptores
muscarinicos con atropina, antes y después del HFS. Esto es, estos receptores
no bloquearon la LTD. En la figura 21A podemos observar el curso temporal de
los IPSC normalizados de 8 experimentos realizados en presencia de 10 uM de
atropina. En la fig. 21B se muestran trazos representativos. En la fig. 21C la
grafica resume la muestra. Las IPSCS disminuyen: 42.5% +/- 5.5; (P < 0.006;

friedman).
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Figura 21. La LTD en la sinapsis estriatopalidal no depende de la activacion de
receptores muscarinicos. A. Curso temporal de la inducciéon de LTD —en presencia
de 10 uM CNQX, 50 uM APV y 10 uM de atropina. B. Se muestran los trazos
representativos C. Las amplitudes de las corrientes absolutas IPSCs disminuyen en
todos los casos de la muestra (***P < 0.006; Friedman) a pesar de la atropina.

Después utilizamos un antagonista a receptores de la familia mGIuR I/Il: 100
uM MCPG. En estas condiciones la HFS ya no produce LTD. En la figura 22A
observamos el curso temporal de los IPSC normalizados de 3 neuronas —rojo;
en presencia de CNQX, APV y 100 uM de MCPG- comparado con el control —
negro; solo CNQ y APV-. En 22B vemos los trazos representativos de los IPSC

antes y después del protocolo de estimulacion.
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Figura 22. Los mGIuRs estan involucrados en la LTD de la sinapsis
estriatopalidal. A. Curso temporal de la oclusién de la LTD —en presencia de 10 uM
CNQX, 50 uM APV y 100 uM de MCPG,; en la sinapsis GABAérgica estriatopalidal en
rojo—. Cada simbolo representa el promedio + error estandar de 12 eventos sinapticos
individuales de los IPSC. En negro se muestra la comparacién cuando no se adiciona
el bloqueador de los mGIuR | —solo CNQX y APV. B. Se muestran los trazos
representativos de la respuesta al estimulo tomada en diferentes momentos del curso
temporal indicada por numeros, la flecha —negra— indica el tiempo cuando se dieron
los estimulos.

Estos resultados sugieren que la activacion de lo CB1Rs y los NMDA R
pueden modular la plasticidad de la transmision sinaptica en la sinapsis

GABAérgicas estriatopalidal pre y postsinapticamente.
DISCUSION
Las sinapsis-STF son moduladas por receptores muscarinicos

La estimulacion de campo de las proyecciones estriatopalidales en rebanadas
parasagitales (Beurrier et al. 2006) produce IPSCs en las neuronas
postsinapticas del GPe (Cooper & Stanford, 2001; Engler et al. 2006; Lopez-
Huerta et al. 2008) en presencia de CNQX y APV (ver métodos). Las
respuestas sinapticas son GABAérgicas ya que son bloqueadas
completamente con bicuculina o gabazina (Jaeger & Kita, 2011; Goldberg &
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Bergman, 2011). La muscarina reduce significativamente la amplitud de las
IPSCs provocadas y la inhibicion es similar a la observada para las IPSCs
registradas entre las NEMs dentro del Str (Pérez-Rosello et al. 2005). El efecto
de la muscarina es probable que sea presinaptico ya que es acompafada con
un cambio en la RPP y el CV (Cooper & Stanford, 2001; Engler et al. 2006), asi
un contenido cuantico (CV?) en funcion de la amplitud de las corrientes
sinapticas. Estos analisis sugieren que el efecto colinérgico es presinaptico.
Estas respuestas pueden ser registradas en las sinapsis que presentan
facilitacion de corto plazo, que previamente se mostréo esta presente en la

sinapsis estriatopalidal (Miguelez et al. 2012) y no en la sinapsis palidopalidal.

En este trabajo se consolido la idea de que la STSP es una forma de distinguir
el tipo de sinapsis estimulada preferentemente (Sims et al. 2008; Miguelez et
al. 2012). La diferencia en la plasticidad sinaptica de corto plazo que presentan
las sinapsis GPe-GPe y Str-GPe es probable que sea debido a que tienen
diferentes probabilidades de liberacién, la palidopalidal es mayor que la
estriatopalidal (Sims et al. 2008), esta diferencia se observado en otro nucleos

como en las proyecciones que envia el GPe hacia la SNr (Aceves et al. 2011a).

En todas las células el efecto de la muscarina es disminuir las IPSCs, tanto en
las que presentan STF como en las STD, el efecto de la muscarina es
especifico en ambas sinapsis, en las STF es bloqueado por el antagonista
competitivo atropina en todas las células registradas. La evidencia también
sugiere que sea mediada a través del receptor muscarinico de la clase My por
que el antagonista selectivo a MR, pirenzepina, bloquea la respuesta mientras
que el antagonista selectivo a los receptores My, tropicamida, no impidio la
acciéon de la muscarina. Por ultimo, el antagonista especifico para los
receptores My, la toxina MT3, tampoco bloqued el efecto de la muscarina,
mientras que el antagonista especifico MT-7 si lo hizo.

En el caso de las STD se probé directamente el uso de la toxina especifica MT-
7 para bloquear los receptores M sobre las células del GPe, y en efecto
también la modulacidén colinérgica es llevada a través del M.
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Los receptores M1 y M4 son los receptores muscarinicos encontrados en las
NEMSs. Los receptores M, son preferencialmente expresados en las neuronas
de la via directa mientras que los receptores My son virtualmente el unico
receptor funcional en las neuronas de la via indirecta (Yan et al. 2001). Asi,
como ésta es la via que dirige sus terminales al GPe de manera primordial de
alguna manera se esperaba que los causantes de la modulacion sean estos

receptores.

También descartamos que la modulacidn presinaptica muscarinica de la
trasmision estriatopalidal sea mediada indirectamente via la sintesis de
endocannabinoides, aun conociendo que los CB1R se encuentran en esas
terminales. Sucedié que el bloqueo de los CB1R por el antagonista, AM 251, no
redujo la modulacién muscarinica (Engler et al. 2006; Fukodome et al. 2004;
Lau & Vaughan, 2008). Ademas, como en el caso de la terminales
intrastriatales, las terminales estriatopalidales fueron reguladas directamente

(Pérez-Rosello et al. 2005) por la acetilcolina endégena.

Hay dos diferencias importantes entre las terminales estriatopalidales y las
terminales interestriatales que ramifican de los mismos axones de las NEMs:
uno es el tipo de plasticidad de corto plazo, el primero muestra facilitacion
(Miguelez et al. 2012) y el segundo muestra depresion (Tecuapetla et al. 2007).
La segunda diferencia es el origen de la acetilcolina, la primera es muy
probable que provenga del NPP (Woolf & Butcher, 1986) Aunque no se
descartan otros sitios de inervacion de colinérgica como el palido ventral
(Bengtson y Osborne 2000), para ello habria que estimular en estos nucleos y
ver si hay modulacion de los IPSCs, en el estriado provienen tanto de

interneuronas colinérgicas como del NPP (Dautan et al. 2014).

Esta serie de experimentos se resumen en la figura 23, donde se muestra que
la modulacion colinérgica es muy probable que sea directa sobre los receptores

M, en las terminales estriatopalidales.
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Las sinapsis depresoras son moduladas por los receptores muscarinicos

de forma indirecta

Los resultados sugieren hasta el momento que existen al menos 2 mecanismos
distintos por lo cual se modula la inhibicion mediada por la muscarina. En las
sinapsis-STD la accién de la muscarina es inhibida con un bloqueo previo de
los receptores CB1. Esto es, la accion es indirecta y mediada por
cannabinoides como se ha demostrado en otros nucleos (Ohno-Shosaku et al.
2003; Fukodome et al. 2004; Lau & Vaughan 2008).

De la misma forma, al quelar el calcio intracelular con BAPTA en la célula
postsinaptica, evitamos la sintesis de los cannabinoides enddgenos lo que
también evita la accidn muscarinica.

Una cuestion también importante es que esta modulacion es mediada también
por los receptores M4, ya que al bloquearlos de manera selectiva ya no se

observa el efecto de la muscarina.

Estos mecanismos propuestos se resumen en la figura 24 donde
esquematizamos las posibles vias de la activacion de los receptores CB1 y del
M4R en el GPe. Otra diferencia notable entre estas sinapsis estudiadas es que
las STD preferentemente expresan PV (-), y estas neuronas son las que
proyectan hacia el estriado, estimulando antidromicamente las fibras en el
estriado en cambio las que presentan STF preferentemente expresan PV (+),
confirmando trabajos previos (Hoover y Marshall 1999; Hoover y Marshall
2002).

Estos descubrimientos cambian la percepcién del modelo de los ganglios
basales que propuso Albin y colaboradores en 1989, ya que existen varias
fuentes de modulacién extrinseca diferentes a las dopamina (ejemplo
acetilcolina y serotonina), y que el desbalance de algunos de estos
moduladores puede generar enfermedades. Una de las aportaciones mas
interesantes de este trabajo es que abre el modelo tradicional de los ganglios

basales a una nueva interpretacion donde los nucleos que tradicionalmente se
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consideraban relevos como es el caso del GPe participen en la integracion de

todo el circuito de manera integral.

Otro apartado muy importante de esta investigacién corresponde a la
plasticidad sinaptica de largo plazo, en el que la sinapsis-STF genera LTD en
todos los casos con un protocolo que tradicionalmente desencadena LTP, lo
que nos dice que las sinapsis inhibitorias pueden estar funcionando de manera
diferente que las tradicionalmente estudiadas. En el GPe la plasticidad es
modulada por los receptores NMDA y CB;. Lo que le da su caracter pre y post
sinaptico, es posible que la sintesis de los endocannabinoides esté sujeta a la
activacion de receptores metabotropicos de glutamato, ya que la adicidén previa
de estos ocluye la LTD, es una sorpresa que el bloqueo de los receptores

metabotropicos muscarinicos no ocluyan esta respuesta.

Importancia fisiologica

In vivo, las neuronas de GP tienen un disparo ténico (DelLong, 1971) o irregular
con pausas. Una disminucién en las IPSCs GABAérgicas induce un disparo
ténico sin pausas (Bronfeld et al. 2010; Chang et al. 2004, Chang et al. 2005).
Sin embargo, una hiperpolarizacion fuerte induce disparo en rafagas con
intervalos de nula actividad (Kita & Hashimoto, 2006). La actividad del GPe
inhibe las oscilaciones espontaneas de las neuronas del STN (Bevan et al.
2002). El GPe y el SNT forman un circuito en el cual pueden acoplar sus
disparos cuya alternancia genera oscilaciones que se correlacionan con
movimientos irregulares e involuntarios asi como con rigidez (Bronfeld et al.
2010). Y es que la salida de ambos nucleos llega de manera alternada a la SNr
que adopta un disparo en rafagas que su vez afecta a la MLR y al NPP

(Takakusaki, 2013). Esto produce temblor y rigidez.

Durante la enfermedad del Parkinson degenera alrededor del 50% de las
neuronas colinérgicas de la parte lateral del NPP (Pahapill & Lozano, 2000) lo
que disminuye la inervacion colinérgica existente del NPP hacia los GB
incluyendo el GPe (Charara & Parent, 1994; Gorbachevskaya & Chivileva,
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2006). Por lo tanto, estudiar la modulacion colinérgica al GPe podria ayudarnos
a entender su papel en la enfermedad del Parkinson.

Modulacién muscarinica directa de las terminales estriatopalidales
a traves receptores M4

Terminales estriatopalidales
Terminales Colinergicas

@ GABA
@ M 1R @ Acetilcolina
H oy
@C. *
2. e
("\ a® a:)

& cr +*

Neurona del GPe

Figura 23. Mecanismo propuesto para la modulaciéon de la muscarina en la via
estriatopalidal. En la figura se muestra un mecanismo propuesto para la modulacién
colinérgica en las sinapsis facilitadoras (estriatopalidales) de forma directa por los

receptores M;.
Modulacion muscarinica indirecta de las terminales palidopalidales

a través receptores CB1
Terminales Colinergicas
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Figura 24. Mecanismo propuesto para la modulacion de la muscarina en la via
palidopalidal. En la figura se muestra un mecanismo propuesto para la modulacion
colinérgica en las sinapsis depresoras (palidopalidales) de forma indirecta a través de
la activacién de los receptores a cannabinoides CB;.
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CONCLUSIONES

La activacion de los receptores colinérgicos muscarinicos regula,

presinapticamente las sinapsis GABAérgicas del GPe
Esta modulacién involucra a los receptores M

En un grupo de neuronas (x 62.5%) la modulaciéon parece ser directa: los
receptores M1 se encontrarian en las terminales estriatopalidales. O cuando

menos faltaria investigar sobre la presencia de otros mediadores.

En otro grupo de neuronas (x 37.5%) la modulacion muscarinica parece ser
indirecta, a través de la transmision retrograda de cannabinoides, pues hay

bloqueo de la accion muscarinica debido a la activacion del receptor CB1,
FARMACOS Y PRODUCTOS QUiI\/IICOS UTILIZADOS

Antagonista de receptores-canal GABA GABAA:
Bicuculinametil-iodinada (10 uM; RBISigma St. Louis, MO)

Antagonista de receptores-canal a glutamato de tipo NMDA:
Sal de litio del &cido DL-2-amino-5-fosfonovalérico (APV 50 uM; RBI-Sigma St.
Louis, MO)

Antagonista competitivo de receptores-canal a glutamato de tipo AMPA y
kainato: Sal disodica del acido amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propidnico
(10 uM; CNQX; RBI-Sigma St. Louis, MO)

Agonista de los receptores de acetilcolina muscarinicos:
Cloruro de tetrahidro-4-hidroxi-N,N,N,5-tetrametil-2-furanmetanamonio

Cloruro de muscarina (1 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO)
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Agonista de los receptores metabotrdpicos de glutamato mGIluRI/Il
(RS)-a-Methyl-4-carboxyphenylglycine

MCPG (100 mM; Tocris Bioscience, R&D Systems, Inc. Ellisville, Missouri,
USA)

Antagonista competitivo no selectivo de los receptores de muscarina
Atropina (10 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO)

Bloqueador de canales de sodioactivados e inactivadoscon cinética rapida
Bromuro de N-etillidocaina (QX-314) (3 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO)

GTP funciona como un portador de fosfatos y pirofosfatos que participan en la
canalizacion de la energia quimica especifica en las vias biosintéticas

Sal hidratada de Guanosina 5'-trifosfato de sodio

GTP (0.4 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO)

ATP es un agonista purinergico P2; aumenta la actividad del Ca®* activados
por los canales de k*; sustrato de sistemas dependientes de ATP
Sal de magnesio de ATP (2.4 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO)

Biocitina hidroclorada es un marcador celular
Biocitina hidroclorada (5 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO)

AM251 Antagonista selectivoalosrecetores CB+. (TocrisBioscienceEllisville,
Missouri, USA). N-(Piperidin-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-

pirazol-3-carboxamida
WIN 55,212-2 mesilato Agonista a los receptores de cannabinoides CB1y CB»
(R)-(+)-[2,3-Dihidro-5-metil-3-(4-morfolinilmetil)pirrolo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazin-

6-il]-1-naftalenilmetanona mesilato

Estos reactivos fueron preparados al momento del experimento.
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