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RESUMEN

RESUMEN

Con la administracion de la toxina mitocondrial, el acido 3-nitropropionico (3-NP),
generamos dafo en el nucleo estriado que imitd la histopatologia de la enfermedad de
Huntington (HD) y provocdé diversos cambios en la transmision y plasticidad en las
sinapsis GABAérgicas del estriado, especificamente entre las interneuronas
GABAérgicas estriatales y las neuronas espinosas medianas. Es asi que en este trabajo
demostramos que en condiciones normales y después de sometérseles a estimulacion
de alta frecuencia (100Hz) las sinapsis entre interneuronas GABAérgicas y neuronas
espinosas medianas generan depresion a largo plazo (LTD) en el 50% de los registros
obtenidos, cambiando a una potenciacion a largo plazo (LTP) en el tejido estriatal

proveniente de ratones en los que se indujo dafo con el 3-NP.

Asi mismo estudiamos el papel de la dopamina (DA) en la modulacién tanto de las
sinapsis GABAérgicas como de la plasticidad GABAérgica estriatal. Demostrando que la
activacion de los receptores a DA participa en la generacién de plasticidad sinaptica
GABAérgica estriatal, como en las modificaciones que sufre esta plasticidad por la
activacion de los diferentes receptores a DA. Finalmente sefalamos la importancia de
los niveles de DA, pues cambios en su concentracion, modifican la plasticidad obtenida;
de tal forma que bajas concentraciones de DA generan la LTD mientras que a altas
concentraciones favorecen la induccién de LTP, similar a la observada en nuestro

modelo farmacolégico de la HD.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The intraperitoneal injection of mitochondrial toxin, 3-nitropropionic acid (3-NP),
produced damage in the striatum that mimics the histopathology of Huntington's disease
(HD) and generated diverse changes in the transmission and plasticity of the GABAergic
synapses in the striatum, specifically between striatal GABAergic interneurons and
medium spiny neurons. Thus, in this work we show that under normal conditions and
after an high frequency stimulation (100Hz) the synapses between GABAergic
interneurons and medium spiny neurons generate a long-term depression (LTD) in 50%
of the records obtained, changing to a long-term potentiation (LTP) in striatal tissue from

mice damaged with 3-NP.

Additionally, we studied the role of dopamine (DA) in the modulation of GABAergic
synapses and in the striatal GABAergic plasticity. Evinced that activation of DA
receptors are involved in the generating striatal GABAergic synaptic plasticity and in the
changes that this plasticity experienced by the activation of different DA receptors. And
we observed the importance of DA levels, as changes in concentration modified the
plasticity obtained; such that low concentrations of DA generate LTD while at high
concentrations favor the induction of LTP, similar to those observed in our

pharmacological model of HD.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La dopamina es un importante neuromodulador involucrado tanto en procesos motores
como cognitivos, en el estriado participa en la regulacion de las sinapsis
corticoestriatales y es indispensable en la generacion de la plasticidad sinaptica
glutamatérgica (Calabresi et al., 1992a, Calabresi et al., 2007). Sin embargo la mayoria
de las sinapsis del nucleo estriado son GABAérgicas, y aun es poco lo que se sabe del
papel de la dopamina es esas sinapsis. Ademas se ha observado que un desequilibrio
en los niveles de dopamina desencadena diferentes patologias, por ejemplo, en el
estriado una disminucion de dopamina conlleva a la enfermedad de Parkinson e
incrementos en la concentracion de dopamina se han observado en la enfermedad de
Huntington (Chen et al., 2013). Es por ello que en este proyecto analizamos la
modulacion dopaminérgica tanto de las sinapsis inhibitorias del estriado,
especificamente entre las interneuronas GABAérgicas y neuronas espinosas medianas,
como de la plasticidad sinaptica; para finalmente determinar las modificaciones que
sufre la plasticidad GABAérgica en presencia del acido 3-nitropropionico, modelo

farmacoldégico de la enfermedad de Huntington.

En las sinapsis entre las interneuronas GABAérgicas y las neuronas espinosas
medianas la modulaciéon dopaminergica dependioé de la activacion de los receptores a
dopamina de tipo D2 y tuvo una respuesta diferencial dependiendo del tipo de receptor
activado. Estas sinapsis generaron depresion a largo plazo dependiente de los
receptores a dopamina tipo D2, de los canales de calcio tipo L y de la proteina cinasa
dependiente de AMPc.

Adicionalmente, demostramos que en los ratones tratados con acido 3-
nitropropionico, modelo de la enfermedad de Huntington, se modifica la plasticidad
sinaptica: de depresidn a largo plazo a potenciacion a largo plazo. Asi mismo, en altas
concentraciones de dopamina también se obtiene potenciacion a largo plazo,
demostrando que cambios en la concentracion de dopamina afectan el tipo de
plasticidad. Finalmente pudimos revertir el tipo de plasticidad obtenida en los animales
tratados con acido 3-nitropropionico bloqueando a la proteina cinasa dependiente de

AMPc de manera posinaptica.
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ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES

El cerebro humano esta encargado de todo lo que podemos hacer, saber y sentir. Sus
complejos procesamientos aun no han sido completamente dilucidados, y su estudio
requiere tanto del analisis de sus funciones en condiciones normales como patoldgicas.
Una de las actividades fundamentales que controla el cerebro es el movimiento, en

cuyos procesos estan involucrados los ganglios basales.

1.1. Ganglios Basales

Los ganglios basales (GB) son nucleos subcorticales derivados del telencéfalo vy
divididos en el area dorsal y la ventral (Heimer, 1975, Voorn et al., 2004). La parte
dorsal esta formada por el nucleo estriado (NE), el globo palido (GP), la sustancia nigra
(comprendiendo a la pars reticulata SNr y la pars compacta SNc) y el nucleo
subtalamico (STN); mientras que la parte ventral esta conformada por el estriado ventral
0 nucleo accumbens, el palido ventral y el area ventral tegmental (Bolam et al., 2000,
Carlson, 2006). El area dorsal juega un papel importante en el control del movimiento ya
que se encargan de regular, corregir y afinar los comandos de la corteza, los cuales
entran a los GB mediante el NE quien recibe aferentes de toda la corteza (incluyendo
corteza motora, sensorial y de asociacién) filtrando esta informacion mediante dos vias
conocidas como la directa e indirecta. En la via directa las neuronas de proyeccion del
NE inervan a los nucleos de salida, el segmento interno del GP y la SNr, con ello se
incrementa la actividad del talamo quien cierra el circuito retroalimentando a la corteza y
liberando a las neuronas motoras superiores de la inhibicion ténica. Por el contrario la
via indirecta sirve para aumentar el nivel de inhibicion ténica, mediante la proyeccion de
una poblacion de neuronas del estriado al segmento externo o lateral del GP, que llega
al STN y de ahi a los nucleos de salida proyectando fuera de los ganglios basales y
permitiendo que la via indirecta inhiba la actividad de las neuronas motoras superiores
(DeLong, 1990, Mink, 1996, Vitek y Giroux, 2000) (figura 1). Todo este circuito de
informacion esta representado desde cada area de la corteza proyectando a sitios

especificos en el NE y provocando el movimiento de zonas concretas en éste,
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ANTECEDENTES

manteniendo la separacién de las fibras a lo largo de todo el trayecto de retorno hasta la

corteza motora.

Se han descrito varios modelos de esta representacion, desde el primero propuesto
por Kemp y Powell que era una representacion topografica hasta los modelos de
patrones longitudinales de Goldman-Rakic y el somatotépico de Kunzle (Kemp, 1970,
Kunzle, 1975, 1977, 1978, Selemon y Goldman-Rakic, 1985), sin embargo como el NE
no tiene una organizacién laminar hace dificil el analisis de su funcionamiento (Gerfen,
1984, 1989, 1992).

——>(_ CORTEZA CEREBRAL )—

Glu

A 4

Via directa Estriad Via indirecta
GABA striado GABA
\ 4

SNec (GPe)
A 4
(SNr/GPije—{ STN Je—-
N

Y

Glu ey’ Glu L4
alamo Medula espinal

Figura 1. Circuitos de los ganglios basales. La via directa inerva a los nucleos de salida, SNr/GPi,
mientras que la via indirecta inerva el GPe, este a su vez al STN y de ahi a los nucleos de salida. Vias
que utilizan glutamato como neurotransmisor: en morado; acido y amino butirico: en azul y dopamina: en
verde agua. (modificada de, Gubellini et al., 2004).

Debido a que los GB tienen muy pocas conexiones con el tronco del encéfalo, y
carecen por completo de conexiones directas con la médula espinal; se ha pensado que
estan implicados en aspectos cognitivos superiores del control motor, como la
planificacion y ejecucion de estrategias motoras complejas (Tisch et al., 2004). Para
llevar a cabo toda esta comunicacién tan especifica los GB utilizan diferentes
neurotransmisores, internamente el que predomina es el neurotransmisor inhibitorio
llamado acido y-aminobutirico (GABA); ya que la mayoria de las neuronas del NE, el GP
y la SNr son GABAérgicas. El glutamato, neurotransmisor excitatorio, es utilizado en la
entrada y salida de informacion a los GB por neuronas de la corteza y el talamo
respectivamente; también el STN utiliza este neurotransmisor. Finalmente los
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ANTECEDENTES

neuropéptidos, la DA (liberada por la SNc) y la acetilcolina (liberada por las
interneuronas colinérgicas del estriado), entre otros, participan en la neuromodulacién

lenta actuando sobre los receptores acoplados a proteinas G (Graybiel, 1990).

A continuacion se explica el funcionamiento del nucleo de entrada a los GB, el NE,

que es donde se realizo este trabajo.

1.2. Estriado

El estriado en primates esta formado por el nucleo caudado y el putamen, los cuales se
encuentran divididos por la capsula interna; en los roedores estas estructuras estan
juntas y se denominan caudado-putamen. Debido a que derivan de la misma estructura
prosencefalica estdn compuestos por los mismos tipos celulares. Los dos nucleos
suponen los componentes aferentes de los ganglios basales, y juntos se denominan el
neoestriado o estriado. Este es la masa celular subcortical mas grande del encéfalo de
los mamiferos y se ha descrito que en los seres humanos su volumen fresco es de

aproximadamente 10cm?® (Schroder et al., 1975).

La citoarquitectura del NE es homogénea y estd compuesto por las neuronas
espinosas medianas (NEM) (Gerfen, 1992). El resto de las neuronas del estriado son

interneuronas GABAérgicas y colinérgicas.

1.3. Neuronas Espinosas Medianas (NEM)

Se ha estimado que las NEM comprenden entre un 80% y 97.7% de todas las
neuronas estriatales, dependiendo de la especie y el método de conteo (Sten Grillner,
2006). Estas neuronas son neuronas de proyeccion por lo que sus axones salen del NE
y van hacia otras areas. Utilizan GABA como neurotransmisor, es decir son de caracter
inhibitorio. Su soma mide entre 12 y 20um y su arbol dendritico abarca de 200 a 300um

de diametro (Tepper et al., 1998).

A nivel funcional las NEM conforman las dos vias de proyeccion o salida del NE que

se mencionaron anteriormente y en las cuales se abundara a continuacion.
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ANTECEDENTES

Las vias directa e indirecta del NE: La distribucion de la informacion glutamatérgica
que proviene de la corteza y el talamo la distribuyen las NEM a través de la via directa y
la via indirecta. En la via directa las NEM inhiben a las neuronas de la SNr y el globo
palido interno (GPi) que se encuentran disparando todo el tiempo (de manera ténica)
manteniendo al talamo inhibido; por lo que las NEM de la via directa al inhibir a la SNr y
el GPi desinhiben a las neuronas del tdlamo quienes al ser excitatorias estimulan a la
corteza favoreciendo el movimiento (Albin et al., 1989, DelLong, 1990); por otro lado si
se activa la via indirecta las NEM inhiben a las neuronas del globo palido externo (GPe)
quienes a su vez se encuentran inhibiendo de manera ténica al STN, esta inhibicion
libera al STN quien al ser excitatorio incrementa la actividad de inhibicion de los nucleos
de salida (SNr y GPi) impidiendo que el talamo lleve informacion a la corteza. Las NEM
que van hacia las diferentes vias expresan diferentes receptores a DA y neuropéptidos.
Las neuronas de la via directa expresan receptores a DA de tipo D1 (RD1), sustancia P
y dinorfina, mientras que las de la via indirecta expresan receptores a DA de tipo D2
(RD2), receptores a adenosina A, y encefalinas (Gerfen et al., 1990, Kawaguchi et al.,
1990, Surmeier et al., 1996). Sobre los receptores a DA se abundara con mas detalle en

la seccion de DA.

Estas NEM son inhibidas por dos entradas GABAérgicas: la inhibiciéon colateral
axoénica de otras NEM vy la inhibicién de las interneuronas GABAérgicas (Tepper et al.,
2004). La red de inhibicion colateral que forman las NEM con otras NEM permite la
transmision de la informaciéon de una NEM al inhibir la de su vecina, y es conocida como
“feedback inhibition” (inhibicién por retroalimentaciéon). Sin embargo es una inhibicién
débil dirigida a las dendritas (Tepper et al., 2008).

Por otra parte las inteneuronas GABAérgicas, llamadas Fast-Spiking (de disparo
rapido), inhiben a las NEM debido a que inervan directamente el soma disparando de
manera sincronica en rafagas gracias a sus uniones tipo gap, ademas tienen multiples
contactos sinapticos. Este tipo de inhibicibn se conoce como “feedforward inhibition”

(inhibicion por alimentacion directa) (Tepper et al., 2008, Szydlowski et al., 2013).




ANTECEDENTES

1.4. Interneuronas

A pesar de la preponderancia de las neuronas principales del estriado, las NEM, las
interneuronas estriatales son ricas en variedad y complejidad generando la red de
inhibicion y modulacion de la frecuencia de disparo mas importante de las células de

proyeccion.

En las ultimas décadas del siglo XX se comenzaron a identificar a los diferentes tipos
de interneuronas estriatales, gracias al descubrimiento de los marcadores
inmunocitoquimicos para su identificacidn. Las interneuronas se han clasificado
basados en su morfologia, neuroquimica vy fisiologia; identificando una poblacion de
interneuronas colinérgicas y distintos tipos de interneuronas GABAérgicas. Las
interneuronas GABAérgicas mejor caracterizadas son las llamadas “Fast-Spiking” (de
disparo rapido, FS, por sus siglas en ingles), este tipo de interneuronas colocalizan con
la proteina de unién a calcio parvalbumina (PV). Son capaces de sostener una actividad
mayor a los 200 Hz con poca o ninguna adaptacion a la frecuencia de disparo, generan
corrientes de amplitudes grandes, en rafagas y con una taza baja de fallo. Estan
electrotonicamente acopladas entre si a través de uniones gap. Son ligeramente mas
grandes que las NEM, miden entre 10 y 25um y se ha propuesto que son las
responsables de la mayoria de la inhibicién producida en las NEM (Kawaguchi et al.,
1995, Tepper et al., 2004).

Existe otro tipo de inteneuronas GABAérgicas que se identifican por la presencia de
neuropéptido Y, somatostatina, sintasa del 6xido nitrico y diaforasa NADPH. Miden
entre 12 y 35um; y son conocidas como PLTS por sus caracteristicas
electrofisiolégicas: un bajo umbral de disparo (LTS: Low Threshold Ca®* Spike) y un
potencial de despolarizacion persistente en forma de meseta (P: Plateau) (Kawaguchi,
1993).

Otro tipo de interneuronas GABAérgicas que se han encontrado son las que
colocalizan con la proteina de union a calcio: calretinina, miden de 7 a 20um y se han

descrito al menos cuatro tipos mofolégicamente distintos (Prensa et al., 1998).

En la actualidad, con las nuevas tecnologias se describen mas interneuronas
GABAérgicas estriatales, tales como: las intereuronas TH, inmunoreactivas a tirosina
hidroxilasa y de las cuales se ha reportado la existencia de cuatro tipos
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electrofisiologicamente distintos (Tepper et al., 2010); las CCK (colecistocinina) y las

VIP (polipéptido intestinal vasoactivo) (Takagi et al., 1984, Tepper et al., 2010).

1.5. Receptores GABA

Las interneuronas GABAérgicas se comunican mediante la liberacién de GABA y tienen
como blanco a los receptores GABAérgicos (RGABA). Dichos receptores son de dos

tipos farmacolégicamente distintos los ionotropicos y los metabotrépicos.

Los RGABA ionotropicos, llamados GABAa, estan compuestos de cinco
subunidades, las cuales conforman un canal que permite el paso de iones de cloro a
través de la membrana plasmatica. Hasta la fecha se conocen diecinueve subunidades
del receptor GABAA: a1-6, p1-4, y1-3, 5, ¢, n1 y p1-3 (Olsen y Sieghart, 2009) generando
miles de posibles combinaciones, entre ellas, la mayoria de los receptores GABA, estan
conformados por dos subunidades a, dos subunidades 3 y una y con dos sitios de union
a GABA formados por la subunidad o y B (Olsen y Sieghart, 2008, 2009). Estos
receptores se concentran en la membrana postsinaptica de las sinapsis GABAérgicas y

en menor proporcidon en la membrana extra sinaptica.

Los RGABA metabotropicos, denominados GABAg, son heterodiméricos y estan
asociados a proteinas Gi/G, que activan canales de potasio e inhiben canales de calcio,

y se localizan en ambas membranas, pos y presinaptica (Ulrich y Bettler, 2007).

Estos receptores GABAa tienen mayor diversidad que los GABAg ademas de tener la
capacidad de cambiar su velocidad y su grado de expresion en las sinapsis, siendo

estos factores importantes en la plasticidad sinaptica (Thomas et al., 2005).

1.6. Plasticidad sinaptica

Se ha mostrado de manera general, que la plasticidad sinaptica es la capacidad que
tienen las neuronas para modificar los circuitos neuronales, aumentando o
disminuyendo la eficacia de la transmisién sinaptica. Estos mecanismos pueden ocurrir
mediante la potenciacion o depresién de la actividad eléctrica neuronal. Dos modelos de
plasticidad a largo plazo se han propuesto para explicar eventos de memoria y
aprendizaje: la potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo plazo (LTD)
(Martin et al., 2000, Muller et al., 2000) (figura 2). La potenciacion puede ser evocada
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por estimulacién de alta frecuencia mientras que la depresion es provocada por

estimulacion de baja frecuencia (Bliss y Lomo, 1973, Lynch et al., 1977).

LTD LTP
- 1 _2 < 1 _2
X T 1~ S T L |~
5 200 | < o 200 -
: : M
* 150 - % 150 -
2 100 e S 100 | asbam e
o 8 P 9
c - 2 =
% Eﬂ -I 1 1 1 I 1 1 % 5{} _I T T T T T 1
5 0 10 20 30 40 5 9 0 10 20 30 40 50

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 2. Gréficas de los cursos temporales de potenciales posinapticos exitatorios en registros de
campo (fEPSP). A la izquierda se muestra una LTD tipica después de una estimulacion de baja
frecuencia (5Hz por 3 minutos, flecha blanca), y los registros correspondientes antes (1) y después de la
estimulacion (2); los nimeros representan el sitio del registro. A la derecha se muestra una LTP tipica
después de una estimulacion de alta frecuencia (100Hz por 1minutos, flecha negra), y los registros
correspondientes antes (1) y después de la estimulacion (2); los numeros representan el sitio del registro
(modificada de Citri y Malenka, 2008).

Como se menciond, el nucleo estriado esta involucrado en la ejecucion de programas
motores aprendidos por lo que la integracion de las sefales sinapticas pueden generar
plasticidad, de hecho ya se ha reportado plasticidad sinaptica en el estriado y a

continuacion se abundara en el tema.

1.7. Plasticidad en el estriado

En el estriado se han realizado estudios sobre los fendmenos de plasticidad sinaptica y
en particular se han enfocado a la descripcién de los fendmenos plasticos entre la
conexién cortical y las NEM (conexidn glutamatérgica corticoestriatal). Estas
investigaciones han mostrado que se puede generar LTP y LTD en dichas sinapsis,
(Calabresi et al., 1996) dependiendo del tipo de estimulaciéon que se realice (Fino et al.,
2005).
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Se sabe que con una estimulacion de alta frecuencia se puede generar LTD
dependiente de la despolarizacion de la membrana, la activacion de receptores
metabotropicos glutamatérgicos y la coactivacion de los receptores a dopamina tipo D1
y D2. Mientras que para inducir la LTP se requiere el desbloqueo de los receptores

NMDA que es logrado con el uso de medios libres de Mg?* (Calabresi et al., 1992b).

Sin embargo, a pesar de que se sabe que la mayoria de las sinapsis del nucleo
estriado son GABAérgicas, se ha descrito poco acerca de la presencia de plasticidad
GABAérgica, la cual parecen tener un papel importante en los procesos intrinsecos del

nucleo estriado (Adermark et al., 2009, Rueda-Orozco et al., 2009).

1.8. Dopaminay su papel el estriado

La DA es una catecolamina, involucrada en diferentes funciones importantes del
cerebro (movimiento, atencion y aprendizaje), y los efectos reforzantes de las drogas.
Existen varios sistemas de neuronas dopaminérgicas que participan en dichas
funciones, dos de los mas importantes se originan en el mesencéfalo (nigroestriatal y el
mesolimbico). En el sistema nigroestriatal las neuronas dopaminérgicas se encuentran
en la sustancia nigra pars compacta y proyectan sus axones hacia el nucleo estriado
involucrando en el control de movimiento; mientras que en el sistema mesolimbico las
neuronas dopaminérgicas se localizan en el area ventral tegmental, de donde los
axones que proyectan al nucleo accumbens, la amigdala y el hipocampo estan
involucrados en efectos reforzadores y los que proyectan hacia la corteza prefrontal
(sistema mesolimbico cortical) participan en la formacién de memoria a corto plazo,
planificacion y estrategias para la resolucién de problemas (Gerfen, 1992, Carlson,
2004).

La diversidad de las acciones fisiologicas de la DA es mediada por al menos cinco
distintos subtipos de receptores, todos ellos son metabotropicos y acoplados a
proteinas G. Los receptores a DA de la familia D1 son dos: los D¢ y Ds, ambos
acoplados a la proteina Gs y activan a la adenilato ciclasa; por otro lado los receptores
a DA de la familia D2 son tres: los Dy, D3 y D4, estos se acoplan a la proteina Gi o Go e

inhiben a la adenilato ciclasa.

El estriado recibe una entrada densa dopaminérgica que constituye, el 21% del total

de sus terminales axdnicas contactando a las dendritas y el tallo de las espinas. Esta
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entrada dopaminérgica es esencial en el estriado pues en ausencia de ella el circuito de
los GB no funciona (Mc Geer, 1993).

En el estriado los receptores dopaminérgicos estan distribuidos de la siguiente
manera: las NEM de la via directa expresan los receptores D¢ (90%), D3 (50%) y D4
(10%) y las NEM de la via indirecta expresan los RD; (90%), RD4 (10%), RD3 (10%),
RD4 (10%) y RDs (10%) y las interneuronas GABAérgicas - PV (+) - expresan los RDs
(70%) (tabla 1).

Distribucidn de los receptores a Dopamina

Tipo de receptor a RD1 RD2 RD1
DA
SUbtipO RD, RD, RD3 RD,4 RDs
NEM via directa 90% 50% 10%
NEM via indirecta 10% 90% 10% 10% 10%
Interneurona GABA 70%
(FS)

Tabla 1. Distribucién de los receptores a DA de las NEM de la via directa y las de la via indirecta, asi
como las interneuronas GABAérgicas (FS) (modificado de Tritsch y Sabatini, 2012).

La gran entrada dopaminérgica junto con una alta heterogeneidad de receptores
dopaminérgicos sugiere que los microcircuitos estriatales estan modulados por la DA a
diferentes niveles y donde el sistema es co-activado por D1 y D2 generando una

interaccién que lleva a un efecto sinérgico de ambos receptores.

Cuando las NEM mueren, todos estos circuitos son modificados desencadenando

diversas patologias, una de ellas es la enfermedad de Huntington.
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1.9. Enfermedad de Huntington

El Huntington es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria, la cual puede producir
alteraciones cognitivas, psiquiatricas y motoras; es progresiva y termina con la muerte
de quien la padece (Hernandez-Echeagaray, 2010). Fue descrita en 1872 por George
Huntington como un desorden progresivo, combinando corea con trastornos del
comportamiento y demencia (Huntington, 1872). La corea es el movimiento involuntario
mas caracteristico de la enfermedad, significa “baile” en griego y consiste en
movimientos bruscos, irregulares, constantes, rapidos y breves, que afectan al azar los
miembros, la cara o la musculatura axial del tronco. A nivel mundial su incidencia es de
10 por cada 100000 habitantes y generalmente se presentan los sintomas en la 4
decada de vida llevando a los pacientes a la muerte en un promedio de 10 a 20 afos
(Weiner, 1989).

Esta enfermedad se desencadena por una mutacion genética en el brazo corto del
cromosoma 4 (Martin, 1982), la cual afecta a una proteina de funcion desconocida
llamada huntingtina (htt). El defecto se debe a una expansion de tripletes CAG (que

codifica para glutamina) por lo que se obtiene una proteina poliglutaminada.

En la secuencia original existen entre 6 y 35 repeticiones de CAGs, mientras que en
la condicion de enfermedad, este numero se eleva de 40 hasta mas de 100
repeticiones. Este cambio es suficiente para que la huntingtina poliglutaminada
desencadene la degeneracién de las NEM del NE (Alexi et al., 2000), causando dafios
primero en la via indirecta relacionada con la inhibicion del movimiento, y la
degeneracion en la via directa asociada a la facilitacion del movimiento; para

desencadenar la muerte de ésta poblacion neuronal (Hernandez-Echeagaray, 2004).

Ademas se ha observado que en la HD hay un incremento en la concentracion de DA
(Chen et al., 2013), lo cual contribuye en la neurotoxicidad de las NEM, por la alta

concentracion de DA (Jakel y Maragos, 2000).

Para el estudio de la HD se han desarrollado diferentes modelos animales, que van

desde los modelos farmacoldgicos hasta la generacion de ratones transgénicos. Uno de
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los mas importantes por su alta similitud a la patologia y porque involuntariamente se ha

visto su efecto en humanos, es el modelo farmacoldgico del acido 3-nitropropidnico.

1.10.El Acido 3-Nitropropiénico como modelo farmacologico de la enfermedad de

Huntington

El acido 3-Nitropropionico (3-NP) es una micotoxina presente en la cafia de azucar, que
en el afo de 1972 produjo una intoxicacidén aguda en seres humanos. Las personas
intoxicadas presentaban alteraciones neuropatologicas semejantes a las presentes en
pacientes con HD. Por ejemplo, en los individuos intoxicados con 3-NP, se detecto una
necrosis bilateral selectiva del putamen, lo cual también se ha observado en enfermos
de Huntington. Se ha descrito que los cerebros post morten de pacientes con
Huntington exhiben alteraciones en los complejos mitocondriales del estriado, lo que
sugiere que en la HD existe un déficit de energia celular que parece desencadenar la
patologia (Brouillet et al., 1999). En este sentido se sabe que una de las funciones de la
huntingtina normal es proteger del dafio apoptotico mitocondrial (Rigamonti et al., 2000,
Rigamonti et al., 2001), mientras que la huntingtina poliglutaminada no lo hace, por lo
que se generan defectos mitocondriales y dafio oxidativo (Pérez-Severiano et al., 2000)
llevando a un desabasto energético similar al de nuestro modelo farmacolégico del 3-
NP, por lo que es un estupendo modelo que imita a la HD. En el caso del 3-NP el déficit
energético se produce porque se bloquea de manera irreversible a la enzima succinato
deshidrogenasa (SDH), en el complejo Il mitocondrial. El bloqueo es posible debido a
que el 3-NP tiene una estructura molecular muy similar a la del acido succinico, sustrato

endégeno de la SDH (figura 3).
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Figura 3. A la izquierda: esquema que ejemplifica como el acido 3-nitropropidnico (3-NP) inhibe a la
succinato deshidrogenasa (SDH) provocando un déficit energético; a la derecha estructura molecular del
3-NP y del acido succinico, sustrato de la SDH (modificado de Brouillet et al., 1999).

Cuando el 3-NP inhibe el complejo Il mitocondrial, se bloquea parte del transporte de
electrones y se provoca la disminucién en la sintesis de ATP. Este déficit energético
produce la despolarizacién de la membrana celular por un mal funcionamiento de las
ATPasas de Na'/K". Estas alteraciones mitocondriales también favorecen la formacién
de radicales libres y por lo tanto de dano celular (Nasr et al., 2003, Rodriguez et al.,
2010).

Cuando existe dafio neuronal se generan diversos cambios que muchas veces son
compensatorios y tratan de ajustar al sistema. Entre ellos se encuentran los cambios en

la plasticidad sinaptica.
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JUSTIFICACION
2. JUSTIFICACION

Se sabe que el estriado esta involucrado en la ejecucion de programas motores
previamente adquiridos y presenta plasticidad sinaptica en las sinapsis provenientes de
la corteza, sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales. Adicionalmente se ha
demostrado que la DA modula tanto la transmision sinaptica como la plasticidad
sinaptica corticoestriatal (Calabresi et al., 2009, Bromberg-Martin et al., 2010, Nishi et
al., 2011, Willis et al., 2012).

Asi la activacion de los RD1 incrementa las corrientes idnicas inducidas por
glutamato, mientras que la activacion de los RD2 las atenua (Cepeda et al.,, 1993,
Hernandez-Echeagaray et al., 2004). La LTD depende de los RD1 y de los RD2,
mientras que la LTP depende de los RD1 (Calabresi et al., 1992a, Calabresi et al.,
2007). Incluso se ha propuesto que la LTD corticoestriatal se genera solo por las NEM
de la via indirecta (las que tienen receptores a dopamina de la familia D2) (Kreitzer y

Malenka, 2007), aunque esto aun esta en debate.

Sin embargo, a pesar de que se sabe que la mayoria de las sinapsis del nucleo
estriado son GABAérgicas, no se conoce con precision los fendmenos de plasticidad
que ocurren en estas sinapsis (Kawaguchi et al., 1995, Sten Grillner, 2006). Tanto las
sinapsis de interneuronas GABAérgicas con NEM como las sinapsis de NEM con otras
NEM son de caracter GABAérgico (Kita, 1993) y estan moduladas por DA. La activacion
de los D1R reduce las corrientes inducidas por GABA en NEM (Hernandez-Echeagaray
et al., 2007), mientras que la activacién de los D2R disminuye la liberacion de GABA
(Guzman et al., 2003). También se ha descrito que la estimulacién de alta y baja
frecuencia induce depresién a corto plazo (STD) en ambos tipos de sinapsis
GABAérgicas (Koos et al., 2004, Gustafson et al., 2006). Dicha plasticidad incrementa
con agonistas a RD1 en sinapsis NEM-NEM mientras que disminuye con agonistas a
RD2; por su parte en las sinapsis de interneuronas-NEM no se ha observado ningun
cambio en la STD por la presencia de agonistas de RD1 ni de RD2 (Tecuapetla et al.,
2007). No obstante, la plasticidad a largo plazo de estas sinapsis GABAérgicas apenas
se ha comenzado a estudiar (Rueda-Orozco et al., 2009), y se desconoce el papel de la
DA en ella o si se altera en caso de dano neuronal como lo que se ha visto en las

sinapsis glutamatérgicas del estriado (Cepeda et al., 2007, Di Filippo et al., 2007).
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HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

En este proyecto nos enfocamos en el analisis de la modulacion dopaminérgica tanto
de las sinapsis inhibitorias del estriado, especificamente entre las interneuronas
GABAérgicas y las NEM, como de su plasticidad sinaptica; para determinar si esta
plasticidad se modifica cuando hay un dafo neuronal en el estriado, en este caso
causado por el desabasto energético producido por el 3-NP, modelo farmacoldgico de la

enfermedad de Huntington.

3. HIPOTESIS

Si la plasticidad en las sinapsis GABAérgicas estriatales estd modulada por dopamina,
cuyos niveles se modifican en la enfermedad de Huntington, ésta sufrira modificaciones
cuando haya dafos en el nucleo estriado como los que se observan en la enfermedad

de Huntington.

4. OBJETIVOS

General

Determinar si las sinapsis GABAérgicas del estriado presentan plasticidad sinaptica y si
estas sinapsis y su plasticidad estan moduladas por DA. Asi mismo determinar si la

plasticidad es modificada en un modelo farmacolégico de la HD.

Especificos

7 Estudiar la modulacion dopaminérgica en las sinapsis entre interneuronas
GABAérgicas y NEM

7« Determinar si existe plasticidad GABAérgica en el estriado, analizando las sinapsis
entre interneuronas y NEM.

“¢ Evaluar si la dopamina modula esta plasticidad GABAérgica.

% Determinar si ésta plasticidad GABAérgica del estriado, sufre modificaciones en
condiciones de dafio por el modelo farmacoldgico de la HD.
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METODOLOGIA

5. METODOLOGIA

5.1. Registros electrofisiologicos

Los experimentos se realizaron con ratones C57-BL/6 de 30 a 35 dias, mantenidos a
temperatura ambiente con agua y comida ad libitum y bajo un ciclo normal de luz-
obscuridad de 12 por 12 horas. Los animales se asignaron a dos grupos; Control y
Tratado con 3-NP; fueron inyectados intraperitonialmente con el vehiculo y con 3-NP
respectivamente. Las inyecciones se realizaron una vez al dia durante 5 dias en una
dosis de 15mg/kg de peso por dia y posteriormente se dejaron descansar dos dias
antes de cada experimento electrofisiologico (ver Rodriguez et al. 2010). También
fueron utilizados ratones BACD1- GFP para la identificacion de las NEM de la via
directa, ya que estos ratones tienen a la proteina verde fluorescente (GFP, por sus
siglas en inglés) acoplada al promotor de los receptores a dopamina tipo D1 y por lo
tanto es posible su identificacion visual. Los animales fueron anestesiados y
decapitados para extraer rapidamente el cerebro, el cual se colocd en una solucion
ringer que imita el liquido cerebroespinal y que contenia (en mM): NaHCO; 26,
NaH,PO, 1.25, NaCl 130, KCI 3, MgCl, 5, Glucosa 10, CaCl, 1 y que estaba
continuamente burbujeada con una mezcla de gas 95% O, y 5% CO,. Posteriormente
se obtuvieron rebanadas sagitales del cerebro de 300 ym en un Vibratomo (Pelco 102,
modelo 1000 plus) y se dejaron reposar una hora a temperatura ambiente en una
solucién que contenia (en mM): NaHCO3; 26, NaH,PO,4 1.25, NaCl 130, KCI 3, MgCl, 2,
Glucosa 10, CaCl; 2, burbujeada con 95% O,y 5% COa..

Para realizar los registros electrofisiologicos, las rebanadas fueron sumergidas en
una camara con perfusion continua de 2mL/minuto, donde las células se visualizaron
con un microscopio Olympus (BX51WI, Alemania) con objetivo de inmersion, una

camara Hitachi CCD y un filtro infrarrojo.
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Los electrodos para estos registros se obtuvieron de capilares de borosilicato (World
Precision Instruments, Inc.) a los cuales se les dio la forma y la apertura apropiada en
un estirador de pipetas Sutter (Instrumento. Co.), modelo P-97. Posteriormente se

llenaron con una solucion interna que contenia (en mM): KH2PO4 72, KCI 36,
MgCl,-6H,0 2, HEPES 10, EGTA 1.1, Na ATP 0.2, Na,GTP 0.2 y QX-314 5 para

bloquear las corrientes de accion. En algunos registros también se agrego biocitina al
0.5 % para poder visualizar la célula registrada posteriormente. El pH fue de 7.2 y la
osmolaridad de 275 mOsm/L.

5.1.1. Registro de célula completa (“whole cell”)

Para llevar a cabo los registros de célula completa se utilizé la técnica de patch clamp
con fijacion de voltaje. La respuesta sinaptica GABAérgica de las NEM se indujo
estimulando a las interneuronas GABAérgicas del estriado en presencia de los
antagonistas glutamatérgicos: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) y acido 2-
amino-5-fosfonovalerico (APV), en el bano durante todo el experimento. Con ello se

obtuvieron sélo corrientes postsinapticas inhibitorias (IPSC) de las NEM.

Se realiz6 una estimulacién de campo dentro del estriado, segun lo descrito
previamente (Guzman et al., 2003, Tecuapetla et al., 2005), para estimular
principalmente a las interneuronas GABAérgicas, ya que como se ha mencionado,
dentro del estriado podemos encontrar dos tipos de sinapsis GABAérgicas sobre las
espinosas medianas: aquellas provenientes de las colaterales axodnicas y las de
interneuronas con NEM. En este trabajo nos enfocamos en el andlisis de las sinapsis

que provienen principalmente de las interneuronas GABAérgicas (figura 4).
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Estimulacidn
de campo

Corteza

Estriado
Registro en

whole cell

Figura 4. Esquema del area de registro, realizando estimulacion de campo dentro del estriado, para
estimular principalmente a las interneuronas GABAérgica, y registrando en una NEM.

La estimulacion para obtener las corrientes, se realizé a una frecuencia de 0.1 Hz
con intensidad variable. Para determinar la intensidad estimulacién adecuada que nos
permitid observar cualquier cambio en las corrientes sinapticas, se realizé una curva
intensidad de estimulacién contra amplitud de corriente evocada antes de cada
experimento. En esta grafica se determind la intensidad media, es decir, la intensidad
de estimulacion en la cual se evoca la mitad de la amplitud maxima de corriente para
cada experimento (figura 5). Por lo que al estimular en esta intensidad media pudimos
observar tanto incrementos como decrementos en la amplitud de las corrientes

sinapticas. El potencial de mantenimiento fue de -70mV.
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Figura 5: Curva intensidad contra amplitud, donde podemos observar la intensidad de estimulaciéon
media (linea punteada), en este ejemplo fue de 26 pA. A la derecha se muestran los trazos obtenidos
para distintas intensidades de estimulacion (de 19 a 40pA).

Los registros se realizaron en las NEM y se grabaron las corrientes control durante
10 minutos antes de agregar el modulador en el bafio o dar el protocolo de plasticidad.
En la modulacion utilizamos agonistas y antagonistas dopaminérgicos, ademas de la
DA en dos diferentes concentraciones; y para la plasticidad sinaptica después de probar
diferentes protocolos, de alta y baja frecuencia (que son los que se han empleado en la
literatura para la plasticidad GABAérgica, Adermark et al., 2009, Rueda-Orozco et al.,
2009), determinamos que el mejor protocolo para inducir la plasticidad estriatal, en
nuestras condiciones experimentales, fue el de estimulacion de alta frecuencia (HFS)
que consistio en 3 trenes, de 3 segundos, con una frecuencia de 100Hz y un intervalo
de 10 segundos entre cada tren; y por lo tanto este ultimo fue el que se empled en los

experimentos de plasticidad.
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5.1.1.1. “Gap Free”

En los registros de Gap Free (libre variacion) solo se grabd la actividad GABAérgica
espontanea de las NEM, sin estimulacion, en presencia de los antagonistas
glutamatérgicos (CNQX y APV). Estos registros nos permitieron determinar cambios a
nivel presinaptico o postsinaptico dependiendo si el cambio fue en la frecuencia de

disparo o en la amplitud de las corrientes respectivamente.

5.2. Inmunohistoquimica

Los registros fueron hechos en una rebanada de tejido, infundido con biocitina en la
pipeta de registro y una vez terminado el experimento se guard6 en paraformaldehido al
30% durante 24 horas, transcurrido el tiempo se lavo la rebanada con PBS y se cort6 en
rebanadas de 50um incubandolas con avidina-cy3 para posteriormente visualizarlas en

un microscopio de fluorescencia y encontrar la célula registrada.

Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron con una camara Hamamatsu (Orca
C4742-95, Japdn) acoplada al sistema de adquisicion de imagen Olympus Cell M (luz
de exitaciéon 450-490nm; luz de emisién 502-538nm). Las rebanadas fueron cubiertas
con Vectashield para su reconstruccion tridimensional. La imagen final fue obtenida con
un microscopio de fluorescencia confocal (Olympus FV-1000) y adquirida con el

software Olympus Fluo View 3.1.

5.3. Ratones BAC D1-GFP

Los ratones BAC D1-GFP nos fueron facilitados de una produccién del “Mutant Mouse
Regional Resource Center U420D010918” de la Universidad de Missouri, que se
encuentra en el IFC, UNAM. Estos ratones BAC D1-GFP tienen acoplada la proteina
verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) en el promotor de los RD1, lo cual
nos permitio identificar tanto a las NEM de la via directa: las células fluorescentes, como

a las NEM de la via indirecta: aquellas células sin fluorescencia.
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6. RESULTADOS

6.1. Analisis de las corrientes inducidas por GABA en ratones control
6.1.1. Caracterizacion

6.1.1.1. Inmunohistoquimicas

Las NEM fueron visualizadas mediante la inmunohistoquimica de las rebanadas de
cerebro registradas, en ellas se pudo identificar la morfologia de dichas neuronas (figura
6).

Figura 6. Reconstruccion de una NEM, la cual fue llenada con biocitina durante el registro y
posteriormente se revelo con avidina-cy3.
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6.1.1.2. Inhibicién con Bicuculina

Como se menciond, al estimular dentro del estriado evocamos corrientes sinapticas
entre interneuronas y NEM, éstas sinapsis son de caracter GABAérgico por lo que son
evocadas en presencia de los inhibidores glutamatérgicos: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-
2,3-diona (CNQX) y acido 2-amino-5-fosfonovalerico (APV). Y para caracterizarlas
utilizamos Bicuculina, un inhibidor de los receptores GABAAa. En la figura 7 mostramos
que en presencia de la Bicuculina son eliminadas las corrientes, dejando clara su

naturaleza inhibitoria.
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Figura 7. Trazos representativos de corrientes postsinapticas inhibitorias, inducidas por la activacién de

los receptores GABA,. Registro de una NEM en presencia de CNQX (10uM) y APV (50uM), con
Bicuculina (10um) y la sobreposicion de los trazos.
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6.1.1.3. Potencial de inversion de cloro

Uno de los puntos importantes a considerar cuando se realizan registros
electrofisiologicos es la determinacion del potencial de registro, ya que para fijarlo se
debe considerar el potencial de reposo de la célula y el poder generar corrientes de
suficiente tamafo para ser medidas. El tamafio de estas corrientes esta determinado
por la fuerza electromotriz, que proviene de que tan lejos este el potencial de registro
del potencial de inversion de la corriente que deseamos medir, en este caso corrientes
de cloro (aniéon que atraviesa los receptores GABAA Yy responsable de las corrientes
inhibitorias). Debido a que las NEM tienen un potencial de reposo muy cercano al
potencial de inversién del cloro en las condiciones fisioldgicas, decidimos modificar la
concentracion de cloro en la solucién interna para incrementar la fuerza electromotriz
(Guzman et al., 2003). Incrementando la concentracion de cloro se determiné el nuevo
potencial de inversién, en la figura 8 se indica la grafica del potencial impuesto contra la
corriente generada, de donde se obtiene el nuevo potencial de inversion del cloro
experimental (el potencial de inversion es aquel en el cual la corriente es cero, es decir

el flujo de corriente neto es cero y a partir de ahi la corriente cambia de sentido).
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Figura 8. Derecha: Trazos representativos de las corrientes obtenidas a los diferentes potenciales
impuestos (mostrados a la derecha de cada trazo). Izquierda: Grafica de las corrientes contra el potencial
impuesto, de donde se obtiene el potencial de inversién experimental de corrientes inhibitorias de cloro
(Eg =-23.1 mV).

Este nuevo potencial de inversion de cloro nos permitié hacer registros al potencial

de reposo de la célula, donde es mas estable.
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6.1.2. Modulacion Dopaminérgica

Para determinar el papel que ejerce la DA en las sinapsis entre interneuronas
GABAérgicas y NEM, se analiz6 la influencia de agonistas y antagonistas de DA sobre
las corrientes postsinapticas Inhibitorias (IPSC). En el estriado se expresan tanto
receptores a DA de tipo D1 como D2, por lo que utilizamos SKF81297 y Quinelorane
como agonistas de dichos receptores respectivamente; y SCH23390 y Sulpiride como
antagonistas también de los RD1 y RD2 respectivamente. Adicionalmente analizamos el

efecto de dos diferentes concentraciones de DA en estas corrientes.

6.1.2.1. Receptores a dopamina tipo D1

Se obtuvieron los registros en whole cell y posteriormente se agrego el agonista de los
RD1 (SKF81297, 10uM) generando una respuesta diferencial, en el 37.5% de los
registros se obtuvo un incremento en las IPSC, en el 50% un decremento y el 12.5 % no
cambio la amplitud de las IPSC (figura 9D). El incremento observado fue del 74%
respecto a la amplitud de las corrientes control (Control 100.248+0.599 vs SKF
174.361+6.546, t2=2.791, p=0.049), mientras que la disminucion tan solo fue del 27%

(Control 100.51940.880 vs SKF 73.69414.499 t;=5.851, p=0.001, figura 9A-C).

Para determinar si el efecto modulatorio se debi6 a un mecanismo pre o
postsinaptico se realizd el analisis de pulso pareado, el cual consiste en dar dos
estimulos cercanos en el tiempo y medir la proporcién de las amplitudes respuesta, si
esta proporcidn cambia estamos frente a un mecanismo pre sinaptico; asi mismo
analizamos las constantes de tiempo al pico (CTP) y de decaimiento (CTD), donde
cambios en ellas nos indicarian cambios en el mecanismos postsinapticos.

En los registros donde incrementaron las IPSC no se obtuvo un cambio significativo,
ni en la proporcién del pulso pareado (PPR), ni en las constantes de tiempo (PPR:
t=0.301, p=0.778, CTP: t,=-0.246, p=0.818, CTD: £=1.677, p=0.169) (figura 9E). En
aquellos registros donde se encontré un decremento de las IPSC se obtuvo una
disminucién en la PPR que si bien no fue significativa, la prueba estadistica mostrd una
mayor acercamiento a los limites de la significancia (PPR: t3=2.324, p=0.059) (figura
9F). En las constantes de tiempo no se obtuvo ningun cambio (CTP: £3=-0.287, p=0.784,
CTD: t3=-0.340, p=0.746) (figura 9F). Estos resultados indicarian un posible mecanismo

presinaptico detras del efecto modulatorio del agonista a los RD1.
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Figura 9. Efecto de la activacion de los RD1. Trazos representativos del incremento (A) y decremento de
las IPSC (B) en presencia del agonista de los RD1 (SKF81297, 10uM); y sus cursos temporales (C). Los
datos estan expresados en % de cambio con respecto al control. D) Cambios en % de la modulacion de
las IPSC por el agonista de los RD1. E) Proporcién de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al
segundo (PPR) de las IPSC que incrementaron y las constantes al pico y de decaimiento de las
corrientes inhibitorias en el control y en presencia de SKF81297. F) Proporciéon de la amplitud de la IPSC
del primer pico respecto al segundo (PPR) de las IPSC que decrementaron y las constantes al pico y de
decaimiento de estas corrientes en el control y en presencia del agonista RD1. Numero de células (n) que
incrementaron las IPSC=3, n que decrementaron las IPSC=4 y n que no cambio=1.
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Por otro lado en presencia del antagonista de los RD1 se gener6 un incremento en
las IPSC del 54% (Control 101.465 + 0.816, vs SCH 155.553 + 15.191; t,=-3.555, p=
0.007) en el 71.4% de las células registradas (figura 10A-C), un 14.3% decremento la
amplitud de las corrientes y en el otro 14.3% no cambia la amplitud de la corriente. En el
analisis de PPR y las constantes de tiempo no se observd ningun cambio significativo
(PPR: t4=1.59, p=0.151, CTP: t,=-0.189, p=0.855, CTD: ,=0.722, p=0.491) (figura 10D-
E).

6.1.2.2. Receptores a dopamina tipo D2

Se registraron las IPSC en presencia y ausencia del agonista de los RD2 (Quinelorane,
10uM). Este agonista indujo un incremento en la amplitud de las corrientes en el 27.3%
de los registros realizados y un decremento en el 54.5%, el otro 18.2% no presento
ningun cambio (figura 11C). El incremento en la amplitud de las IPSC fue del 57%
respecto a la amplitud de las corrientes control, sin embargo no alcanzé una diferencia
significativa. En los experimentos donde se observé decremento en las IPSC éste fue
de 41% (Control 100.11 + 0.26 vs Quinelorane 58.69 + 3.046 t5=13.246, p=0.00004)

(figura 11 A-B) y ni la proporcion del pulso pareado ni las constantes de tiempo
generaron cambio significativo (PPR: t5=-0.325, p=0.377, CTP: t=-1.199, p=0.132,
CTD: t5=-0.794, p=0.225) (figura 11 D-E).
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Figura 10. Efecto de la inhibiciéon de los RD1. Trazos representativos de IPCP en ausencia y presencia
de SCH23390 1uM (A) y su curso temporal (B). Los datos estan expresados en % de cambio con
respecto al control. C) Cambios en % de la modulacion de las IPSC por el antagonista de los RD1. D)
Proporcién de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en el control y en presencia del
antagonista de RD1. E) Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el control y
en presencia de SCH23390. n que incrementaron las IPSC=5, n que decrementaron las IPSC=1 y n que
no cambio=1.
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Figura 11. Efecto de la activacion de los RD2. Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia
del Quinelorane 10uM (A) y su curso temporal (B). Los datos estan expresados en % de cambio con
respecto al control. C) Cambios en % de la modulaciéon de las IPSC por el agonista de los RD2. D)
Proporciéon de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el control y en
presencia del agonista de RD2. E) Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el
control y en presencia de Quinelorane. n que incrementaron las IPSC=3, n que decrementaron las
IPSC=6 y n que no cambio=2.
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El Sulpiride, antagonista de los RD2 (1uM) no modulé las corrientes sinapticas
inhibitorias del NE (t4=-0.725, p=0.245) (figura 12A-C), por tanto tampoco hubo cambios
en la PPR (£4=-0.336, p=0.373) (figura 12D).
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Figura 12. Efecto de la inhibiciéon de los RD2. Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia
de Sulpiride 1uM (A) y su curso temporal (B). Los datos estan expresados en % de cambio con respecto
al control. C) Cambios en % de la modulacion de las IPSC por el antagonista de los RD2. D) Proporcion
de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el control y en presencia del
antagonista de RD2. n que no cambio=5.
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6.1.2.3. Dopamina (200nM y 20uM)

Para completar el estudio de la modulacion Dopaminérgica también se evalu6 el efecto
de la DA sobre la transmision GABAérgica, a dos diferentes concentraciones: 200nM y
20uM.

Nosotros encontramos que a bajas concentraciones de DA (200nM) la amplitud de
las IPSC decrementd en un 54.5% comparadas con el control (£,=5.968, p=0.027)
(figura 13A-B). Este decremento fue observado en el 42.9% de los registros (figura
13C), los cuales no presentaron cambios significativos ni en la PPR ni en las constantes
de tiempo (figura 13D-E). En el restante 57.1% de los registros no se observd ningun

cambio en la amplitud de las corrientes.

En concentraciones altas de DA (20uM) el 53.8% de los registros no genero
modulacién y el 38.5% produjo un decremento en la amplitud de las corrientes,
disminuyéndolas un 39.9% respecto al control ({,=3.150, p=0.0345) (figura 14A-C). La
PPR no exhibe ningun cambio significativo (£,=1.171, p=0.307) (figura 14D), ademas la
constante al pico incremento significativamente en un 28% comparada con el control
(t,=3.393, p=0.0275) (figura 14E) y la constante de decaimiento permanece igual
(ts=1.928, p=0.12). Estos datos sugieren que la modulacibn de DA a altas
concentraciones (20uM), sobre la transmision GABAérgica, se da a través de un

mecanismo postsinaptico.
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Figura 13. Efecto de la DA 200nM. Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia de DA
(200nM) (A) y su curso temporal (B). Los datos estan expresados en % de cambio con respecto al
control. C) Cambios en % de la modulaciéon de las IPSC por la DA 200nM. D) Proporcién de la amplitud
de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el control y en presencia de la DA. E)
Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el control y en presencia de DA a
200nM. n que decrementan las IPSC=3 y n que no cambio=4.
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Figura 14. Efecto de la DA 20uM. A) Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia de DA
(20uM). B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia y ausencia de DA. Los datos estan
expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % de la modulacion de las IPSC por
la DA 20uM. D) Proporcion de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el
control y en presencia de la DA. E) Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el
control y en presencia de DA a 20uM. n que incrementaron las IPSC=1, n que decrementaron las IPSC=5

y n que no cambio=7.
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6.1.3. Plasticidad sinaptica
6.1.3.1. Registros control

En la figura 15A se presentan los trazos de las IPSC antes y después de la estimulacion
de alta frecuencia, como se puede observar después de la HFS disminuy6 la amplitud
de las corrientes por mas de 30 minutos, generando asi una depresion a largo plazo
(LTD) (figura 15B).

La LTD observada se indujo en el 50% de las células registradas mostrando una
disminucion del 49% respecto al control (£=5.919, p<0.001). En el 42.9% de los
registros no se observo ningun cambio en la amplitud de la corriente después de la HFS
y solo en un 7.14% se presentd un incremento en la amplitud después de la HFS que
duré mas de 30 minutos generando potenciacién a largo plazo (LTP) (figura 15C). En
estos registros la PPR pre y pos HFS no presento cambios significativos (t=-0.787,
p=0.454; figura 15D). Asi mismo, en las constantes de tiempo no hubo ningun cambio
significativo entre la constante de tiempo al pico antes y después de la HFS (#;=-1.235,
p=0.245), ni tampoco en la constante de decaimiento (=36, p=0.699; figura 15E); por

lo que no podemos concluir si el mecanismo de la LTD es pre o postsinaptico.

Una vez mostrado que las sinapsis inhibitorias presentan plasticidad sinaptica, en su
forma de LTD, se procedi6 a analizar si la plasticidad era modulada por los receptores a
DA. Para lo cual se utilizaron tanto agonistas como antagonistas de los distintos tipos

de receptores.

6.1.3.2. Papel de los receptores a dopamina tipo D1
En presencia del SKF81297, agonista de los RD1, se obtuvo LTD después de la
estimulacion de alta frecuencia. Interesantemente esta LTD se generd en todos los

registros realizados, siendo esta del 35% (fs=77, p<0.001; figura 16A-C).

El andlisis de la constante al pico y de decaimiento, no presentaron ningun cambio
significativo (CTP: ts=-0.711, p=0.490, CTD: t=-0.943, p=0.364; figura 16D). En el PPR
se puede ver una tendencia a incrementar después del tren de estimulacion (figura

16E), sin embargo este incremento no fue significativo (fs=-1.184, p=0.259).
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Figura 15. Plasticidad sinaptica GABAérgica. A) Trazos representativos de IPSC antes y después de una
estimulacién de alta frecuencia (HFS: Estimulacién de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con
intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC antes y después de una HFS. Los datos
estan expresados en % de cambio con respecto al control. Como se puede notar la corriente inhibitoria
disminuye después de la HFS generando una LTD. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan
las IPSC después de una HFS. D) Proporcion de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al
segundo en el control y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento de las corrientes antes
y después de la estimulaciéon. n con LTP=1, n con LTD=7 y n que no cambio=6.
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Figura 16. Efecto de la activacion de los RD1 sobre la plasticidad sinaptica. A) Trazos representativos de
IPSC en presencia del agonista de los RD1 (SKF81297) antes y después de una estimulaciéon de alta
frecuencia (HFS: Estimulacién de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso
temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de SKF81297 antes y después de una HFS. Los datos
estan expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que
generan las IPSC en presencia del agonista de los RD1. D) Proporcién de la amplitud de la IPSC del
primer pico respecto al segundo en presencia del SKF81297 y después de la HFS. E) Constantes de
tiempo de las corrientes, constante al pico y de decaimiento, en presencia de SKF81297 antes y después
de la estimulacién de la HFS. n con LTD=7.
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Continuando con el analisis modulatorio de la plasticidad de las sinapsis
GABAérgicas, agregamos el antagonista de los RD1 (SCH23390) y después de la HFS
se observo una LTD en el 77.8% de los registros, ésta depresion fue del 40% respecto
al control (£=10.042, p<0.001; figura 17A-C). No se presentd ningun cambio
significativo en las constantes de tiempo ni en la PPR (CTP: t=-0.556, p=0.589, CTD:
ts=-0.897, p=0.387, PPR: t;=0.392, p=0.702; figura 17D, E).

6.1.3.3. Papel de los receptores a dopamina tipo D2

En presencia del agonista de los RD2 y después de la HFS se obtuvo una respuesta
diferencial, en el 50% de los registros se observo LTD, el 28.6% presenté LTP y un
21.4% no generd ningun cambio en la amplitud de las IPSC después del tren (figura
18C). El incremento de la LTP fue del 57% respecto a la amplitud de las corrientes pre
HFS (t3=-5.685, p=0.0024; datos no mostrados) mientras que el decremento observado
en la LTD fue del 45.06% (t=5.838, p=0.001; figura 18A-B). Los experimentos que
generaron LTP muestran una disminucién significativa en la PPR (£=2.398, p=0.0373) y
no muestran ningun cambio en las constantes de tiempo (CTP: £=8, p=0.400, CTD:
t3=1.133, p=0.160) por lo que la LTP generada en presencia de Quinelorane tiene un
mecanismo presinaptico. Por otra parte la LTD que se generd no presentd cambios ni
en la PPR ni en las constantes de tiempo (PPR: =12, p=0.700, CTP: t=-0.733,
p=0.252, CTD: £,=0.239, p=0.411; figura 18D-E).

Por su parte en presencia del antagonista a los RD2 (Sulpiride) a 1uM, ya casi no se
genera LTD. La amplitud de las IPSC disminuyen tan solo un 27.8% después de la
estimulacion de alta frecuencia, en todos los registros (,=4.933, p=0.00169; figura 19A-
C). Ni la PPR ni las constantes de tiempo generaron cambios (figura 19D-E). Fue
necesario incrementar la concentracion de Sulpiride a 10uM para abolir completamente
la LTD (t4=-1.182 p=0.303; figura 19F-G). Esto demuestra que la activacion de los RD2
es muy importante para la induccion de la LTD en las sinapsis GABAérgicas del

estriado, pues si bloquean los RD2 se pierde la LTD.
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Figura 17. Efecto de la inhibicién de los RD1 sobre la plasticidad sinaptica. A) Trazos representativos de
IPCP en presencia del antagonista de los RD1 (SCH23390) antes y después de una HFS (HFS:
Estimulacién de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso temporal de la
amplitud de las IPSC en presencia de SCH23390 antes y después de una HFS. Los datos estan
expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que
generan las IPSC en presencia del antagonista de los RD1. D) Proporcién de la amplitud de la IPSC del
primer pico respecto al segundo en presencia del SCH23390 y después de la HFS. E) Constante al pico y
de decaimiento en presencia de SCH23390 antes y después de la estimulacion de la HFS. n con LTD=7 y
n que no cambio=2.
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Figura 18. Efecto de la activacién de los RD2 sobre la plasticidad sinéptica. A) Trazos representativos de
IPSC en presencia del agonista de los RD2 (Quinelorane) antes y después de una estimulacion de alta
frecuencia (HFS: Estimulacion de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso
temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de Quinelorane antes y después de una HFS. Los
datos estan expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad
que generan las IPSC en presencia del agonista de los RD2. D) Proporcion de la amplitud de la IPSC del
primer pico respecto al segundo en presencia de Quinelorane y después de la HFS. E) Constante al pico
y de decaimiento en presencia de Quinelorane antes y después de la estimulacion de alta frecuencia. n
con LTP=4, n con LTD=7 y n que no cambio=3.
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Figura 19. Efecto de inhibicién de los RD2 sobre la plasticidad sinaptica a diferentes concentraciones.
Trazos representativos de las IPSC en presencia del antagonista de los RD2 (Sulpiride, 1uM) antes y
después de una HFS (A) y su curso temporal (B). Los datos expresados en % de cambio con respecto al
control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC en presencia del antagonista de
los RD2. D) Proporcion de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en presencia del
Sulpiride 1uM y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento en presencia de Sulpiride
antes y después de la HFS. n con LTD=8. F) Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de
Sulpiride 10uM antes y después de una HFS. G) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las
IPSC en presencia del antagonista de los RD2 10uM. Como se puede apreciar a esta concentracién de
Sulpiride (10uM) ya no se genera la LTD y por lo tanto la activacion de estos receptores es indispensable
para la generacion de la LTD. n que no cambio=5.
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6.1.3.4. Papel de la dopamina (200nM y 20uM)

Se evalub el papel de la DA en la plasticidad GABAérgica utilizando dos
concentraciones: 200nM y 20uM. A 200nM la estimulacién de alta frecuencia genera
LTD en el 60% de los registros (figura 20A-C). En esta LTD las corrientes disminuyeron
un 73.11% comparadas con las corrientes antes de la HFS (£,=10.255, p=0.00938). La
DA a esta concentracion no genera cambios en la PPR ni en la cinética de la corriente
(figura 20D-E). En el 20% de los registros se generd LTP y en el otro 20% no se
presentd plasticidad (figura 20C).

Por otro lado la concentracion alta de DA (20uM) induce un incremento significativo
en la amplitud de las IPSC, después de la estimulacién de alta frecuencia (=1.826,
p=0.125; figura 21A-B). El 50% de los registros genero esta LTP, el 25% gener6 LTD y
el otro 25% no produjo cambios en la amplitud de las corrientes después de la HFS
(figura 21C). En la LTP el incremento fue del 32% comparado con la amplitud de la
corriente antes de la HFS. La PPR no cambié y las constantes de tiempo tampoco
(figura 21D-E).

0
3
¥
i

e,
e

40



RESULTADOS

A)
DA (200nM)
T B)
% CNQX (10uM), APV (50uM)
o DA (200nM)
~ 250
g
S 200 HFS
[92]
w = 150 !
T hel
8 2 100{ vadn
0,
y 73.11% O 50 |
o
c - 0 T - .
:g 0 10 20 30 40 50
i | tiempo (min)
o] N
2 -
9 J
o
s <
® ‘/ 2
20ms
C) : .
Cambios en la plasticidad de las IPSCs
producidos por DA (200nM)
60% LTP
20% 0
o LTD
20% @ Nada
D) E)
o —~
20 Q o o
E §E 50
1.6 S— 16 2 -
K12 E o g 1.2 E % gg
%08 E g 08 g % 20 1
04 g2 04 38 10
0.01 w00 ST 0
& 2 & & & #
¢ Q° ™R ™ <

Figura 20. Efecto de la DA 200nM sobre la plasticidad sinaptica. A) Trazos representativos de IPSC en
presencia de DA 200nM antes y después de una estimulacién de alta frecuencia (HFS: Estimulacién de
alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las
IPSC en presencia de DA antes y después de una HFS. Los datos estan expresados en % de cambio con
respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC en presencia de DA
200nM. D) Proporcion de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en presencia de DA
y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento en presencia de DA 200nM antes y después
de la estimulacién de alta frecuencia. n con LTP=1, n con LTD=3 y n que no cambio=1.
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Figura 21. Efecto de la DA 20uM sobre la plasticidad sinaptica. Trazos representativos de las IPSC en
presencia de DA antes y después de una HFS (A) y su curso temporal (B). Los datos estan expresados
en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC
en presencia de DA 20uM. D) Proporcion de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo
en presencia de DA y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento en presencia de DA
20uM antes y después de la estimulacién de alta frecuencia. n con LTP=6, n con LTD=3 y n que no
cambio=3.
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Como se observa, el Sulpiride previene la generacion de LTD, pues la activacién de
los RD2 es necesaria para su generacion. En el caso de la LTD obtenida a baja
concentracion de DA (200nM), también es prevenida en presencia de Sulpiride (figura
22A-B); por su parte la LTP generada en presencia de DA a alta concentracion (20uM)
no se ve modificada en presencia de Sulpiride (figura 22B-D). Indicando que la DA a
bajas concentraciones genera la LTD por el mismo mecanismo que depende de la
activacion de los RD2; mientras que a altas concentraciones se genera una LTP que no
depende de los RD2. En ninguno de los dos casos se observdé cambios en la PPR
(figura 22C).
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Figura 22. Efecto de la DA 200nM y 20uM sobre la plasticidad sinaptica en presencia de Sulpiride.
Trazos representativos de IPSC en presencia de DA 200nM y Sulpiride antes y después de una HFS (A)
y de DA 20uM y Sulpiride antes y después de la HFS (D); Sus cursos temporales (B) puntos negros: DA
200nM vy Sulpiride, puntos grises: DA 20uM y Sulpiride. Los datos estan expresados en % de cambio con
respecto al control. C) Proporciéon de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en
presencia de Sulpiride y DA 200nM (puntos negros) 6 Sulpiride y DA 20 yM (puntos grises) antes y
después de la HFS.
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6.1.3.5. Via dopaminérgica involucrada (Ratones BAC D1-GFP)

Como observamos en nuestros resultados los dos tipos de NEM generan LTD, pues se
puede generar en el 100% de nuestros registros, sin embargo la LTP la obtuvimos
maximo en el 50% de los registros y con altas concentraciones de DA, entonces nos

preguntamos si solo un tipo de NEM genera este tipo de plasticidad.

LTD

(+) GFP (-) GFP
NEM con RD1 NEM con RD2

LTP

(-) GFP
NEM con RD2

Figura 23. Imagenes de células registradas que generaron LTD 6 LTP en las sinapsis GABAérgicas. Se
puede observar que la LTD fue generada tanto en NEM que expresaban GFP-D1 como las que no la
expresaban, mientras que la LTP solo se observé en las NEM que no expresaban GFP-D1. Nota que la
fluorescencia se observa en la punta del electrodo, las células donde no se ve la fluorescencia fueron
consideradas como NEM que expresan RD2.
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Con ratones BAC D1-GFP identificamos el tipo de plasticidad que se genera en los
diferentes tipos de NEMs. De los registros realizados en estos ratones, 4/13 no
generaron plasticidad, 6/13 generaron LTD y 3/13 LTP. Los que generaron LTD fueron:
tres positivos a BAC D1-GFP vy tres negativos; y de los que generaron LTP los tres
fueron negativos a BAC D1-GFP (figura 23).

6.1.3.6. El papel de PKA (H89) y los canales de calcio tipo L (Nifedipina)

En un esfuerzo por elucidar cual seria la via de sefalizacion rio abajo de los receptores
a DA para la generaciéon de LTD GABAérgico, bloqueamos a la proteina cinasa
dependiente de AMP ciclico (PKA) con H-89 y a los canales de calcio tipo L con

Nifedipina los cuales se han visto involucrados en la LTD estriatal glutamatérgica.

El H89, inhibidor de PKA, se coloc6é dentro de la solucién interna del electrodo de
registro y se obtuvieron las IPSC antes y después de la estimulacion de alta frecuencia.
La figura 24 muestra como en presencia de H89 la LTD no se genera, las corrientes
inhibitorias permanecen iguales antes y después de la estimulacion de alta frecuencia
(t4 = -0.0617, P= 0.954). La activacion de PKA también es indispensable en la

generacion de la LTD GABAérgica estriatal. Porque es la via que se activa tras la

activacion de D1.
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Figura 24. Efecto de PKA sobre la plasticidad sinaptica. lzquierda: Trazos representativos de las IPSC
con H89 (inhibidor de PKA) dentro de la pipeta, antes y después de una estimulacion de alta frecuencia
(HFS: Estimulacion de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). Derecha: Curso
temporal de la amplitud de las IPSC en presencia del H89 antes y después de una HFS. Los datos estan
expresados en % de cambio con respecto al control. n=5.

La Nifedipina, inhibidor de los canales de calcio tipo L, se puso en el bano, se grabd
un control y posteriormente se dio la estimulacion de alta frecuencia. Observamos que
las IPSC ya no decrementaron, perdiéndose la LTD (t,=-1.186, P=0.301; figura 25).
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Figura 25. Efecto de los canales de calcio tipo L sobre la plasticidad sinaptica. Izquierda: Trazos
representativos de las IPSC en presencia de Nifedipina (inhibidor de los canales de calcio tipo L) antes y
después de una estimulacion de alta frecuencia (HFS: Estimulacion de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a
100Hz con intervalo de 10s). Derecha: Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de
Nifedipina antes y después de una HFS. Los datos estan expresados en % de cambio con respecto al
control. n=5.

6.2. El 3-NP, modelo farmacoldgico de la enfermedad de Huntington

6.2.1. Plasticidad sinaptica

Como podemos observar en la figura 26, la misma estimulacion de alta frecuencia que
generaba LTD en ratones control, ahora en registros de rebanadas obtenidas de
animales tratados con 3-NP se genera una potenciacion a largo plazo (LTP) en el 25%
de las células registradas (t4= -4.565; p=0.0103).
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Plasticidad sinaptica en sinapsis GABAergicas de ratones tratados con 3-NP
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Figura 26. Plasticidad sinaptica GABAérgica en ratones tratados con 3-NP. A) Trazos representativos de
IPSC antes y después de una estimulacién de alta frecuencia (HFS: Estimulacién de alta frecuencia, 3
trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC antes y
después de una HFS. Los datos estan expresados en % de cambio con respecto al control. Como se
puede observar ahora la corriente inhibitoria incrementan después de la HFS generando una LTP. C)
Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC después de una HFS. D) Proporcion de la
amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en el control y después de la HFS. E) Constante
al pico y de decaimiento de las corrientes antes y después de la estimulaciéon. n con LTP=5 y n que no
cambio=15.
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RESULTADOS

6.2.1.1. El papel de la PKA

En estas células de ratones tratados con 3-NP también se analizé el papel de PKA,
proteina que es bloqueada rio abajo por los RD2. Nosotros bloqueamos a PKA
introduciendo H89 dentro de la pipeta de registro, con lo que se abolié la LTP
observada en nuestro modelo de degeneracion, favoreciendo la LTD similar a lo

obtenido en los animales control (t2= 6.52; p= 0.020; figura 27).

Ratones Tratados con 3-NP

A) B)
H89 en la pipeta de ristro (5uM) H89 en la pipeta de registro (5uM)
CNQX (10pM) + APV (50uM)
300, CNQX (10pM) + APV (50pM)
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Figura 27. Efecto de PKA sobre la plasticidad sindptica en ratones tratados con 3-NP. A) Trazos
representativos de las IPSC con H89 (inhibidor de PKA) dentro de la pipeta, antes y después de una
estimulacién de alta frecuencia (HFS: Estimulacion de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con
intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia del H89 antes y después de
una HFS. Los datos estan expresados en % de cambio con respecto al control. C) Proporciéon de la
amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en el control y después de la HFS. n=3.
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6.2.2. Otros cambios observados en el modelo de 3-NP

6.2.2.1. Inmunohistoquimica

Se ha descrito que en la enfermedad de Huntington hay una pérdida de NEM debido al
dano que sufre el nucleo estriado, para corroborar este dano en nuestro modelo
farmacolégico del 3-NP realizamos inmunohistoquimicas a DAPI, un marcador de
nucleos, para marcar las NEM del estriado tanto en rebanadas de ratones control como
de ratones tratados con 3-NP (figura 28). Observando una disminucion significativa en
el numero de células en las rebanadas de los ratones tratados con 3-NP comparadas

con las células de los ratones control.

Control

Figura 28. Inmunohistoquimica a DAPI de NEM en rebanadas de ratones control (izquierda) y de ratones
tratados con 3-NP (derecha). DAPI marcador de nucleos en azul.

DAPI
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6.2.2.2. La respuesta celular a la estimulacion

En las células de ratones tratados con 3-NP solo el 35% presenté una respuesta
sinaptica inhibitoria a la estimulacién, el otro 65% no generd corrientes inhibitorias aun a
estimulaciones altas. Lo cual nos muestra el dafio producido por el 3-NP pues en
ratones control el 75% de las células generaban corrientes inhibitorias, posiblemente
debido a la perdida de conexiones sinapticas subyacentes a la perdida de NEM y a la
disminucién del arbol dendritico de las NEM que quedan después del tratamiento con 3-
NP (figura 29).

Ratones CONTROL Ratones Tratados con 3-NP

Porcentaje de células que
responden a la estimulacion

Figura 29. Grafica del porcentaje de células que responden a la estimulacién y generan corrientes
inhibitorias en animales control y en animales tratados con 3-NP.

6.2.2.3. Comparacién de la curva corriente contra amplitud

Por otro lado, comparando las curvas de intensidad-amplitud en registros del grupo
tratado con 3-NP contra los del grupo control, se observé que las células de ratones
tratados con 3-NP generan corrientes mas grandes que el control a la misma

estimulacion (figura 30).
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400 4 3-NP

300 -

Control
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Amplitud (pA)
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Intensidad por umbrales

Figura 30. Curvas intensidad contra amplitud de los registros del grupo control (negro) y la de los
registros del grupo tratado con 3-NP (rojo). La intensidad estd dada por umbrales, en donde el umbral 1
es la estimulacién en la cual se vio la primera y mas pequefa corriente inhibitoria (n control=4, n de 3-
NP=2).

6.2.2.4. Actividad espontanea

Se realiz6 un analisis de la actividad sinaptica espontanea en ratones control y ratones
con dafo por el 3-NP, con el fin de observar si habia algun cambio en las corrientes
espontaneas debidas al dafo. Dicha actividad fue monitoreada en presencia de los
antagonistas glutamatérgicos (CNQX y APV) asegurandonos de solo observar la
actividad espontanea inhibitoria (figura 31 arriba). Se realizaron tres experimentos en
células de animales control y tres en células de ratones tratados con 3-NP, de los
cuales obtuvimos el intervalo inter evento y las amplitudes de las corrientes
espontaneas durante tres minutos. Con estos datos realizamos las graficas de amplitud
y frecuencia acumulada para cada experimento, y se hizo el promedio de las amplitudes

y los intervalos inter evento cada 5% de la poblacion (Graficas, figura 31).

El decremento significativo del intervalo inter evento (z19 = 1.42302; p= 0.03354) en
los registros de ratones tratados con 3-NP respecto a los ratones control, indica un
incremento en la frecuencia de aparicion de las corrientes espontaneas, es decir
modificaciones a nivel pre sinaptico. En las amplitudes no se observé ningin cambio
significativo (z19= 1.1068; p= 0.17453).
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Figura 31. Diferencias en la actividad sinaptica espontanea entre ratones control y con dafo por 3-NP.
Arriba: trazos representativos de ratones control y ratones 3-NP. Abajo: graficas de frecuencia y amplitud

acumuladas; circulos rojos: ratones 3-NP (n=3) y circulos negros: ratones control (n=3).
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7. DISCUSION

La plasticidad y los procesos sinapticos estriatales estan altamente modulados por
dopamina. Este neuromodulador regula una diversidad de acciones fisiolégicas
mediante los diferentes subtipos de receptores que tiene (RD1.5), los cuales también
tienen diferentes afinidades a dopamina ademas de activar distintas vias de
sefalizacion y con ello diversos procesos. Otro punto importante a considerar es la
ubicacidn del receptor, ya sea que se encuentre en la presinapsis 0 en la postsinapsis,

en las dendritas, en el soma, o en la terminal, también genera distintos procesos.

En este trabajo analizamos las sinapsis de interneuronas GABAérgicas con neuronas
espinosas medianas, en donde la distribucién de los receptores dopaminérgicos esta
dada en la presinapsis por las interneuronas GABAérgicas - PV (+) que expresan
mayoritariamente a los RDs (70%); y en la postsinapsis se distribuyen de manera
diferencial: las NEM de la via directa expresan los RD4 (90%), RD3 (50%) y RD4 (10%) y
las NEM de la via indirecta expresan los RD; (90%), RD4 (10%), RD3 (10%), RD4 (10%)
y RDs (10%) (Tritsch y Sabatini, 2012). Esto nos dio como resultado una gran diversidad

de respuestas a la modulacién por dopamina.

Tomando en cuenta estos puntos discutiremos nuestros resultados en tres partes,
comenzando con la modulacion de dopamina en estas sinapsis GABAérgicas,
posteriormente veremos el papel de la dopamina en la plasticidad sinaptica GABAérgica

para finalmente compararla con el modelo de 3-NP donde tenemos un dafo estriatal.

Modulacion de dopamina en la trasmision sinaptica

Activando a los RD1, con el agonista, observamos tanto incrementos como
decrementos en las corrientes inhibitorias, estas respuestas diferentes podrian estar
dadas por los dos tipos de receptores a D1 presentes en nuestras sinapsis: los
presinapticos RDs de las interneuronas y los postsinapticos RD1 de las NEM de la via
directa. Como ya se ha visto la activacion postsinaptica genera decrementos en las
corrientes activadas por GABA (Hernandez-Echeagaray et al., 2007), mientras que la
activacion presinaptica genera incrementos en corrientes activadas por GABA
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DISCUSION

(Tecuapetla et al.,, 2009). Sin embargo el uso del antagonista a RD1 nos produjo
también incrementos y decrementos en las corrientes, sugiriéndonos que estos efectos
se debe a la activacion de los RD2 por la DA enddgena que al bloquear los RD1 se
desenmascara. Lo cual coincide con la activacion de los RD2 que genera tanto
incrementos como decrementos en las corrientes inhibitorias y al bloquear a estos

receptores con el Sulpiride se pierde la modulacion.

Los RD2 tienen varios subtipos de receptores, de los cuales en nuestras sinapsis
encontramos principalmente a los RD; en las NEM de la via indirecta y los RD3 en las
NEM de la via directa siendo estos ultimos los de mayor afinidad a DA. Asi mismo en
nuestros resultados observamos que la DA produce efectos diferentes dependiendo de
la concentracién, lo cual ya se ha demostrado en otras sinapsis inhibitorias (Li et al.,
2012). A bajas concentraciones observamos un decremento de las corrientes mientras
que a concentraciones altas se presenta tanto decremento como incremento; lo que nos
lleva a pensar que a bajas concentraciones se activan los receptores de alta afinidad a
DA, es decir los RD3 quienes serian entonces los responsables de los decrementos en
las corrientes; mientras que a altas concentraciones se activan los dos RD3 y RD;
siendo entonces, estos ultimos, responsables de los incrementos de las corrientes

inhibitorias.

Concluyendo con esto que la modulacion dopaminérgica, en estas sinapsis
inhibitorias, esta dada por la activacion de los RD2; observando respuestas
diferenciales dependiendo del subtipo de receptor activado, es decir los RD3 producen
decrementos en las corrientes mientras que los RD, generan incrementos. Esta
dualidad en las respuestas podria explicarse con mecanismos de seRalizacidon
diferentes. Por una parte se ha demostrado que los RD3 inducen la internalizacién de
los receptores GABAa disminuyendo las corrientes inhibitorias, esta internalizacién
dependiente de clatrina fue inhibida con tratamientos de AMP ciclico (Chen et al., 2006)
evidenciando la participacion de PKA. Asi pues se sabe que los RD3, al ser un subtipo
de los RD2, bloquean a la adenilato ciclasa desencadenando una disminucién en la
actividad de PKA quien ya no fosforilaria a los receptores GABAa propiciando su
internalizacion y con ello la disminucion de las corrientes inhibitorias (figura 32A). Por su
parte los RD, podrian relacionarse con otra via de sefalizacion, pues el decremento de
adenilato ciclasa y de la actividad de PKA también disminuye la actividad de la fosfatasa
PP2A, la cual se ha relacionado con la defosforilacion de la subunidad B de los
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DISCUSION

receptores GABAa (Goffin et al., 2010); y por lo tanto si disminuye la defosforilacién de
los receptores GABAA también decrementa su endocitosis, generando con ello un

incremento en las corrientes inhibitorias (figura 32B).

Figura 32. Diferentes vias de sefalizacion que pueden activar los receptores D2. Disminucién de las
corrientes inhibitorias (A), via la inhibicion de la fosforilacion de los GABAAR, con la activaciéon de los RD;
que inhiben a la AC y PKA. Incremento de corrientes inhibitorias (B) por la inhibicién en la defosforilacion
de los RGABA, via la activacion de los RD,, que bloquea a la AC disminuyendo a la actividad de PKA y
de PP2A. Las lineas punteadas representan una disminucion en la actividad de la proteina.

Modulacion de la plasticidad sinaptica inhibitoria

La plasticidad sinaptica se ha vuelto cada vez mas importante en el analisis de la
memoria y el aprendizaje, debido a que sus formas a largo plazo (LTD y LTP) son
vistas como una de las grandes propiedades del cerebro que representan la capacidad
de codificar y retener memorias mediante la remodelacién sinaptica (Calabresi et al.,
2009).

En el estriado se han observado estos dos tipos de plasticidad, sin embargo la mas
caracterizada y la que normalmente se genera con protocolos de baja o alta
estimulacion, es la LTD; tanto en sinapsis excitatorias (Calabresi et al., 1996) como
inhibitorias (Adermark et al., 2009, Rueda-Orozco et al., 2009).
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DISCUSION

En el caso de las sinapsis excitatorias se ha demostrado que la LTD es generada
por la activacion retrograda de los receptores a endocanabinoides (endCa), CB1,
disminuyendo presinapticamente la liberacion de glutamato. Sin embargo, la dopamina
tiene un papel fundamental en ésta LTD corticoestriatal pues se ha demostrado que
antagonistas de los RD1 y RD2 previenen la plasticidad y que ratones deficientes del
receptor RD2 no presentan la plasticidad (Calabresi et al., 1997). Se ha postulado que
esta dependencia de los RD2 esta mediada por las interneuronas colinérgicas, las
cuales expresan altos niveles de RD2 y al activarse disminuyen la liberacion de
acetilcolina, disminuyendo asi la actividad de los receptores muscarinicos y generando
la entrada de calcio necesaria para la activacion de los canales de calcio tipo L y con

ello la liberacién de calcio y la LTD (Wang et al., 2006).

En las sinapsis inhibitorias también se ha observado la LTD dependiente de Ca** a
bajas frecuencias de estimulacion (Adermark et al., 2009), siendo necesaria la entrada
de calcio ya sea por la activacion de los canales de calcio tipo L, los receptores
glutamatérgicos metabotropicos (mGIuR) o con potenciales hiperpolarizantes (Lovinger
y Mathur, 2012).

La LTD GABAérgica obtenida en este trabajo, entre interneuronas GABAérgicas
principalmente FS y las NEM, también depende de la entrada de calcio via los canales
de calcio tipo L; ya que observamos que en presencia de nifedipina se bloquea la LTD
obtenida. Generando quiza el mismo mecanismo de activacion retrograda de los
receptores a endocanabinoides (endCa), CB1, que son los que se encuentran
presentes en las FS (Narushima et al., 2006) y disminuyendo presinapticamente la
liberacion de GABA (Figura 33).
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Figura 33. Mecanismo molecular presinaptico de la plasticidad GABAérgica desencadenado por la
actividad aferente repetitiva. La actividad libera glutamato el cual activa a los mGIuR-Il: receptores
metabotropicos de glutamato del grupo 1, los cuales generan la produccién de DAG: diacilglicerol
mediante PLC: fosfolipasa C. La DGL: diacilglicerol lipasa convierte el DAG en 2-AG: ,endocanabinoide,
estos activan retrogradamente a los CB1R: receptores a canabinoides tipo 1 quienes inhiben a PKA:
proteina cinasa A en la presinapsis GABAérgica. A su vez la actividad de la interneurona incrementa el
calcio intracelular via los calanes de calcio activados por voltaje (VGCC) aumentando la actividad de la
calcineurina (CaN). Este incremento junto con la reduccion de la actividad de PKA pueden disminuir el
estado de fosforilacién de un sustrato aun no identificado en la maquinaria de liberacion para deprimir
persistentemente la liberacion de GABA via RIM1a. (Castillo et al., 2011).

Sin embargo, observamos que la PKA postsinaptica también participa en la
generacion de nuestra LTD GABAérgica, pues el bloqueo de esta cinasa con H89
provoca la pérdida de la LTD. Se sabe que la PKA esta relacionada con los receptores
a D1 y por lo tanto podria ser el enlace a los cambios observados al activar y bloquear

los distintos receptores a DA.

En nuestro trabajo obtuvimos diferentes tipos de plasticidad y en diferente proporcion
dependiendo del receptor a dopamina activado (Figura 34), por lo que debe ser un
efecto compuesto en donde participen tanto los RD1 y RD2 postsinapticos como los
RD1 presinapticos. Pensando en ello observamos que la LTD es generada de manera
postsinaptica pues depende de la activacion de los RD2 vy las interneuronas
GABAérgicas no tienen este receptor, ademas de que la LTD requiere a PKA

postsinapticamente. Entonces los RD2 podrian estar disminuyendo la actividad de la AC
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DISCUSION

y ésta la de PKA, quien disminuye la fosforilacion a los RGABAA generando una
disminucién de las corrientes inhibitorias y con ello la LTD. Se sabe ademas que estos
RD2 reducen las corrientes de los canales de calcio tipo L (Hernandez-Lopez et al.,

2000), que como mencionamos también participan en la generacion de LTD.

Al activar a los RD2 con el agonista observamos una LTP presinaptica y como en la
presinapsis solo hay RD1 estos pudieran estar siendo activados por la DA enddgena

que activa principalmente a los RD1 presinapticos, es decir a los RDs.

Por su parte la activacion de los RD1 postsinapticos genera LTD pues en presencia
del agonista de los RD1 obtuvimos 100% de LTD, es decir tanto las NEM con RD2
como las NEM con RD1 generaron la LTD. Esto quizas se deba a que los RD2 se
activan con la DA endogena y los RD1 con el agonista, estos ultimos podrian estar
disminuyendo la amplitud de las corrientes inhibitorias postsinapticas mediante la
subunidad B1 de los receptores GABA4 via PKA / DARP32 /Fosfatasa 1 como ya se ha

mencionado (Flores-Hernandez et al., 2000).

Finalmente observamos que la DA enddgena a bajas concentraciones se comporta
practicamente como cuando se activan los RD2, mientras que en altas concentraciones
observamos una LTP presinaptica que se conserva aun en presencia del antagonista a

los RD2, es decir con la activacion presinaptica de los RD1 obtenemos LTP.

100 - % LTP = % LTD

- T
20 - .

0 - . . A

50 | RD1() RD1 () DA | RD2(+) I'DA(ZOuM) RD2 (-)
(200nM)

-100 -

120 4 \

Figura 34. Diferentes tipos y porcentaje de plasticidad GABAérgica obtenida en los registros al activar
distintos tipos de receptores dopaminérgicos.
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La plasticidad en las vias de sefalizacion

Las NEMs tienen receptores a dopamina segregados en sus dos vias de salida, en
donde aproximadamente el 50% de ellas presentan RD1 y el otro 50% RD2, por lo que
se penso6 que la plasticidad GABAérgica estriatal podria estar presente solo en las NEMs
de alguna de estas vias. Sin embargo demostramos que la LTD se presenta en los dos
tipos de NEMs, ya que ademas de demostrar que la activacion de los dos tipos de
receptores a dopamina postsinapticos generan LTD pudimos confirmar en ratones BAC
D1-GFP que la generacion de la LTD se da tanto en las NEMs que tienen RD1 como las
que no lo tienen. Interesantemente observamos que la generacion de LTP estuvo
presente solo NEMs de la via indirecta, pero como hemos visto esta plasticidad tiene un
mecanismo presinaptico y no depende de los RD2. Talvez como este tipo de plasticidad
se presenta menos que la LTD quiza por eso no pudimos verla en todas las NEMs 6
quiza aunque sea un mecanismo presinaptico solo se presente en NEMs de la via

indirecta.

El modelo de 3-NP

Cuando los animales son tratados con acido 3-nitropropidnico (3-NP), modelo
farmacolégico que usamos para imitar la histopatologia de la HD, el mismo protocolo de
estimulacion de alta frecuencia que inducia LTD ahora genera potenciacion a largo
plazo (LTP). Estos cambios en la plasticidad podrian deberse a una mayor actividad de
las NEMs, causada por el efecto del 3-NP, pues se han observado cambios en la
plasticidad debidos al tiempo de disparo entre la célula presinaptica y la postsinaptica.
Como se ha visto en el hipocampo donde la LTD se induce si la FS presinaptica dispara
durante o poco tiempo después del tren de potenciales de accion en las piramidales,
mientras que la LTP GABAérgica es inducida cuando la FS presinaptica dispara al
menos 400ms después de que lo hiciera la piramidal postsinaptica (Holmgren y Ziberter,
2001).

Otros cambios postsinapticos causados por el 3-NP, como la disminucién de las
dendritas (Beal et al., 1993) hace que la informacion que llega al soma ahora sea mas

importante, en nuestro caso la informacién de las interneuronas GABAérgicas,
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contribuyendo quiza con la generacién de la LTP que presentan los animales

inyectados con 3-NP.

Adicionalmente también observamos cambios presinapticos pues nuestros
resultados en los registros de GAP Free demostraron que los ratones tratados con 3-NP
presentan cambios en la frecuencia de liberacién, es decir, cambios presinapticos.
Finalmente demostramos que la LTP presente en nuestros registros es modulada a
través de mecanismos presinapticos y observamos que los ratones control también
presentan LTP y esta incrementa cuando se tiene alta concentracion de DA. Por lo que
probablemente en nuestro modelo de dafo con el 3-NP podria estarse modificando la
concentracion de DA, la cual es determinante en la plasticidad que se presenta asi
como en los dafos que se causan en la HD. Se ha descrito que cambios en los niveles
de DA y en el numero de receptores contribuye a un movimiento anormal y deficiencias
cognitivas en HD. Durante periodos tempranos de hipercinesia del HD los niveles de DA

incrementan mientras que los receptores a DA disminuyen (Chen et al., 2013).

De manera interesante, esta LTP generada en ratones tratados con 3-NP fue abolida
y se regresé a una LTD al bloquear a PKA. Como observamos en los registros de
animales control la activacién de los RD2 es importante en la generacion de LTD, y se
sabe que estos receptores rio abajo inhiben a PKA mediante la inhibicion de la
adenilato ciclasa. Esta inhibicion de PKA es muy importante para la generacion de LTD
y no de LTP, lo cual podemos ver en los ratones tratados con 3-NP pues si bloqueamos
directamente PKA, evadiendo los dafios causados en los receptores a dopamina,
regresamos a las condiciones control perdidas por el dafio neuronal del 3-NP no solo

inhibiendo la LTP sino regresando a una plasticidad control, la LTD.

El entendimiento de los dafos producidos por el 3-NP y las consecuencias
observadas en las conexiones sinapticas, tanto en la modulacion sinaptica como en la
plasticidad sinaptica, ademas del papel tan importante que tiene la DA en la regulacion
de éstas, son un gran avance en la comprension de las funciones del estriado y su

integracion en el proceso final de la informacién motora.
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8. CONCLUSIONES

Las sinapsis entre interneuronas GABAérgicas y NEM del estriado estan
moduladas por DA, esta modulacion requiere la activacion de los receptores a
DA y genera respuestas diferenciales que dependen del subtipo de receptor

activado.

La plasticidad GABAérgica generada en el estriado, entre interneuronas y NEM,
es LTD dependiente de los canales de calcio tipo L, de PKA postsinaptica y de
los RD2.

Esta plasticidad GABAérgica es modulada por DA generando dos tipos de
plasticidad, la LTD activada tanto por los RD2 como por los RD1 postsinapticos y

una LTP generada por la activacion de los RD1 presinapticos.

Los ratones tratados con 3-NP generan una LTP presinaptica generada quiza por

las altas contentraciones de DA, emulando lo observado en la HD.

En los ratones dafiados con 3-NP pudimos regresar a la plasticidad obtenida en
ratones sin dafo, es decir obtener una LTD, bloqueando a PKA de manera

postsinaptica.
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Dopamine (DA) modulates glutamatergic synaptic transmission and its plasticity in the striatum; however it is not well known
how DA modulates long-term plasticity of striatal GABAergic inhibitory synapses. This work focused on the analysis of both
dopaminergic modulation of inhibitory synapses and the synaptic plasticity established between GABAergic afferents to medium
spiny neurons (MSNs). Our results showed that low and high DA concentrations mainly reduced the amplitude of inhibitory
synaptic response; however detailed analysis of the D1 and D2 participation in this modulation displayed a wide variability in
synaptic response. Analyzing DA participation in striatal GABAergic plasticity we observed that high frequency stimulation (HFS)
of GABAergic interneurons in the presence of DA at a low concentration (200 nM) favored the expression of inhibitory striatal
LTD, whereas higher concentration of DA (20 uM) primarily induced LTP. Interestingly, the plasticity induced in an animal model
of striatal degeneration mimicked that induced in the presence of DA at a high concentration, which was not abolished with D2

antagonist but was prevented by PEKA blocker.

1. Introduction

Dopamine (DA) is involved in different functions of the
nervous system like cognition, reward mechanisms, motor
functions, learning, and memory. In the striatum, DA mod-
ulates synaptic transmission and synaptic plasticity through
the activation of its DA receptors [1-4]. The modulation of
DA depends on receptor subtype stimulated in a particular
synapse; for example, activation of Dl-class dopamine recep-
tors (D1) increases glutamatergic responses mediated by N-
methyl-D-aspartate (NMDA) and non-NMDA receptors in
the corticostriatal pathway, and the stimulation of D2-class
dopamine receptors ( D2) attenuates them [5, 6]. Additionally,
Dl and D2 activation is involved in the generation of long-
term depression (LTD) and D1 contributes to long-term
potentiating (LTP) of excitatory synapses of corticostriatal
pathway [7, 8].

Although the striatum receives a massive amount of glu-
tamatergic influences from the cortex and thalamus, MSNs,
the projection cells, and most of local circuits of interneurons

use GABA as a neurotransmitter [9]. GABAergic synapses on
MSNs are also modulated by DA; for instance, activation of
postsynaptic D1 receptors reduces GABA currents in MSNs
[10], whereas the presynaptic activation of DI receptors of
axon collaterals of other MSNs increases the IPSC amplitude
on MSNs and presynaptic D2 receptors decrease it [11].

Stimulation of MSNs or GABAergic interneurons with
low and high frequency stimulation protocol induces short-
term depression (STD) in striatal GABAergic synapses as
the main form of synaptic plasticity [12, 13]. This short-term
synaptic plasticity is also modulated by DA; activation of D1
receptors increases STD, while D2 agonist decreases it [14].
Long-term plasticity can be produced at inhibitory synapses
on MSNs [15]; however, it remains unclear how DA modulates
this type of plasticity.

Changes in DA content in the striatum are related to
motor impairments, procedural learning, and cognitive def-
icits in animal models of neurodegeneration; low content of
DA is associated with the development of Parkinson’s Disease
(PD), while high concentration of DA is related to symptoms
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Ficure 1: Characterization of IPSCs recordings in M5Ns. (a) Reconstruction of a MSN filled with biocytin during electrophysiological
recordings in voltage clamp mode and subsequently processed with avidin-Cy3. (b) Top: IPSCs of the MSNs in the presence of CNQX (10 zM)
and APV (50 uM). Middle: Bicuculline (10 4M) abolished the IPSCs of MSNs. Bottom: overlap of the recordings. H,, = 70 mV.

of early stages of Huntington’s Disease (HD) [16-18]; perhaps
changes in synaptic plasticity underlie some of the deficits
observed in such pathologies. Altered corticostriatal synaptic
plasticity has been described after modifying DA receptors
or DA content [8, 19], but it is not known how DA modulates
inhibitory long-term synaptic plasticity on MSNs in striatal
degeneration, nor if DA concentration is determinant to
produce an specific type of plasticity.

In this study, DA effects on GABAergic inhibitory synap-
tic connections on principal neurons as well as in its synaptic
long-term plasticity were analyzed. In addition, inhibitory
long-term synaptic plasticity of an animal model of striatal
degeneration was compared with the plasticity obtained using
different concentrations of DA in control conditions.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and Slice Preparation. Male C57/BL6 mice (Har-
lan Laboratories Inc., Mexico) ~40 days old and kept at room
temperature (RT, 25"°C) under a 12: 12 h light : dark cycle with
free access to food and water were used. To evaluate plasticity
of inhibitory synapses on MSN in an animal model of striatal
degeneration, some mice were treated with the mitochondrial
toxin 3-nitropropionic acid (3-NP) for 5 days (15 mg/kg, once
a day) as previously described [20, 21]. To identify MSNs
that exhibited plasticity BACDI-GFP mice were used in some
experiments. Experimental procedures were performed in
accordance with international guidelines of animal care and
the National Committee on Animal Research Ethics for the
Care of Laboratory Animals (NOM-062-Z00-1999).

Mice were ether-anesthetized in an induction chamber
and later decapitated. Brains were removed and immersed in
cold (4°C) artificial cerebral spinal fluid (CSF) bubbled with
a mixture of 95% O, and 5% CO,, containing the following
composition (in mM): 26 NaHCO,, 1.25 NaH,PO,, 130 NaCl,
3 KCl, 5 MgCl,, 10 glucose, and 1 CaCl,, and maintained ata
pH 7.4. Sagital brain slices (300 gm) containing striatum were
cut using a vibratome (Pelco 102, 1000 Plus model). Before
experimental recordings, the slices were incubated (1hr, RT)

in the following artificial cerebrospinal fluid (ACSF; in mM):
26 NaHCO;, 1.25 NaH,PO,, 130 NaCl, 3 KCl, 2 MgCl,,
10 glucose, and 2 CaCl,, bubbled with 95% O, and 5% CO,.

2.2, Electrophysiological Recordings. Electrophysiology was
performed in a recording chamber perfused (2 mL/min) with
ACSF bubbled with 95% O,/5% CQ,, and cells were visual-
ized using a microscope (BX5IWTI, Olympus, Germany) with
DIC illumination, an infrared filter coupled to a CCD camera,
and water immersion objective magnification (Olympus X
Lum PlanFl 20x/0.95W, Japan). MSNs of the dorsolateral
striatum were whole-cell recorded using pulled (3-6 M1,
Sutter Instruments, Inc., Model P-97) borosilicate pipettes
(1B150F-4, World Precision Instruments, Inc.) filled with (in
mM) 72 KH,PQ,, 36 KCl, 2 MgCl,-6H,0, 10 HEPES, 1.1
EGTA, 0.2 Na,ATP, 0.2 Na,GTPF, and 5 QX-314 to block
unclamped action currents and 0.5% biocytin for further
reconstruction, pH 7.2, 275 mOsm/L. Recordings were ampli-
fied (Axopatch 200B, Axon Instrument, Molecular Devices,
USA), digitized (Digidata 1320 A, Axon Instrument, Molecu-
lar Devices, USA), and captured (5 kHz) using the pClamp 9.1
software ( Axon Instrument, Molecular Devices, USA). Series
and input resistance were compensated and monitored by
evoking a transmembranal current with a voltage command
during the experiment. Cells with unstable access resistance
or more than 30 M were excluded from the analysis.

Inhibitory synaptic currents were evoked via a tungsten
stimulating electrode (12 ym tip; FHC, 0.1Hz) positioned
inside the striatum (100 ym from the recording pipette) and
connected to an isolation unit (DS2AK, Digimiter Ltd.,
Hertfordshire, UK). All recordings were conducted in MSNs
(Figure 1(a), Hy, = —70 mV) in the presence of glutamatergic
antagonists (CNQX 10 xm and APV 50 um) to isolate the
GABAergic component, which was abolished in the presence
of Bicuculline (10 uM; Figure I(b)). To induce striatal plas-
ticity, a high frequency stimulation (HSF) protocol was used
(3 trains, 3 seconds, of 100 Hz with an interval of 10 seconds
between each train), and the cells were recorded for at least
40 min after the HFS.
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2.3. Image Acquisition. Fluorescent images were obtained
with a Hamamatsu (Orca C4742-95) camera coupled to the
Olympus image acquisition system Cell M (excitation light
450-490 nm through a dichroic filter; emission light 502-
538). Some slices were fixed and covered with Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) for reconstruction.
Visualization was made through a confocal fluorescence mi-
croscopy (Olympus Fv-1000) and acquired with the OLYM-
PUS FLUO VIEW 3.1 software.

2.4. Statistical Analysis. Data were analyzed and plotted off-
line using Microcal Origin 7 (Microcal Origin Lab Corpo-
ration, Northampton, MA, USA) and the statistical software
Sigma Plot (Systat Software, Inc., San José, CA) with a
parametric test or a nonparametric test if the data did not
display a normal distribution. Data are expressed as mean +
SEM and significance was set at p < 0.05. The final figures
were edited using Adobe Ilustrator 10 or Adobe Creative
Suite 5 (Adobe Systems, Inc., San José, CA).

3. Results

3.1 Dopaminergic Modulation of GABAergic Synaptic Trans-
mission. MSNs of the striatum have two types of GABAergic
synapses, those from axon collaterals of other MSNs and
those from GABAergic interneurons. We performed intras-
triatal stimulation; then, most of the GABAergic synaptic
response was due to the stimulation of GABAergic interneu-
rons [11, 14, 22, 23]. To determine the role of DA on these
synapses, the effects of DA, DA agonists and antagonists
on the GABAergic Inhibitory Postsynaptic Currents (IPSCs)
were analyzed.

3.2. DA Modulation of Striatal GABAergic Transmission. Sev-
eral studies have shown that DA meodulatory effects on
GABAergic transmission depend on the activation of dif-
ferent DA receptor subtypes [24, 25]. Then, to evaluate
modulatory effects of DA on striatal GABAergic transmis-
sion, we studied the effect of DA treatment on MSNs using
two different concentrations of DA (200nM and 20 uM)
previously reported to have differential effects on modulation
of GABAergic transmission (Li et al,, 2012). Low DA concen-
tration (200 nM) decreased IPSC amplitude compared with
the control in 42.9% (n = 3) of the recorded cells (t, =
5.968, p = 0.027; two-tailed paired t-test; Figures 2(a)-2(c)).
In these cells, the PPR did not exhibit a significant change
(Figure 2(d)), which would suggest a postsynaptic modula-
tory effect; however the kinetics current did not change in
the presence of low DA concentration (Figures 2(e) and 2(f))
which suggests a presynaptic modulatory effect. The remain-
ing recorded cells (n = 4, 571%) did not exhibit any amplitude
change in the presence of low DA concentration (Figure 2(c}),
suggesting that DA in low concentration did not modulate all
GABAergic transmission on recorded MSNs.

Thirteen MSNs were evaluated with higher concentration
of DA (20 uM), and 53.8% (n = 7) of the recorded cells did
not exhibit any modulation (Figure 2(i)}, but 38.5% (n = 5)
of the recorded cells did decrease the IPSC amplitude in
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its presence. Figures 2(g) and 2(h) illustrate that the IPSC
amplitude was reduced by 39.9% from control amplitude (t, =
3.150, p = 0.0345; two-tailed paired f-test; Figure 2(g)). The
PPR did not exhibit significant changes (PPR: t; = —-1.171,
p = 0.307; Figure 2(j)); in addition, the rise time significantly
increased by 28% compared with control (rise time: t; =
3.393, p = 0.0275; two-tailed paired r-test; Figure 2(k)),
and the decay time constant remained the same (decay time:
t; = —1.928, p = 0.12; Figure 2(1)). This data suggests that
20 M of DA modulates GABAergic transmission through a
postsynaptic mechanism. Only one cell (7.7%) exhibited an
amplitude increase after the application of DA at the high
concentration (data not shown).

3.3. DI and D2 Receptor Activation Modulates Striatal GAB-
Aergic Transmission. In order to identify the DA receptor
responsible for specific effects of GABAergic transmission
modulation, it was evaluated in the presence of DI or D2
agonist and antagonist.

In the presence of the DI agonist (SKF81297 10 uM), 50%
(n = 4) of the recorded cells exhibited a decrease in the IPSC
amplitude, 37.5% (n = 3) exhibited an increase, and 12.5%
(n = 1) of the cells exhibit no change in the IPSC ampli-
tude (Figure 3(a)). In the cells that exhibited an amplitude
reduction, the amplitude was reduced by 27% compared with
the control, and this difference was statistically significant
(control 100.519 = 0.880 versus SKF 73.694 = 4.499, t, =
5851, p = 0.001; two-tailed paired t-test). In the cells that
exhibited an amplitude increase, the amplitude increased by
74% compared with the control (control 100.248 + 0.599
versus SKF 174.361 + 6.546, 1, = 2791, p = 0.049; two-tailed
paired t-test).

Paired-pulse analysis and measurement of the rise time
and the decay time of the IPSC were analyzed to determine
the pre- or postsynaptic nature of the modulatory effect. For
the recordings in which the amplitude of the IPSC increased,
the paired-pulse ratio (PPR) did not change (PPR: , = 0.301,
p = 0.778; two-tailed paired t-test; Figure 3(b)), nor did
the time constants (rise time: £, = -0246, p = (.818;
two-tailed paired t-test; Figure 3(c); decay time: ¢, = 1677,
p = 0.169; two-tailed paired t-test; Figure 3(d)). For those
recordings in which the IPSC exhibited a decrease in the
presence of the DI agonist, the decrease in the PPR was
not significantly different (n = 4, PPR: t; = 1324, p =
0.059), nor were the changes in the kinetics (rise time: t; =
—0287, p = 0.784; two-tailed paired t-test; decay time: t; =
—-0340, p = 0.746; two-tailed paired t-test). To construct
the kinetics bars presented in Figures 3(c) and 3(d), all of
the data from the cells were combined because they did not
exhibit statistical changes in their kinetics. PPR exhibited no
change in the presence of the D1 agonist, which may indicate
a postsynaptic modulatory mechanism of the SKF81297,
however the kinetics of the currents did not change in the
presence of the DI agonist which indicates a presynaptic
mechanism for this modulation.

We next went to evaluate if endogenous DA affected IPSC
amplitude by acting on D1 receptors; then DI receptors were
blocked. In the presence of the DI antagonist, SCH23390
(1 uM), the IPSC amplitude increased by 54% compared with
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figure and the rest H,, = —70 mV, and recordings were in presence of CNQX (10 zM) and APV (50 zM).

the control (control 101.465 + 0.816 versus SCH 155.553 +
15191; t, = 3555, p = 0.007; two-tailed paired t-test) in
71.4% (n = 5) of the recorded cells (Figure 3(e)). The analysis
of the PPR (Figure 3(f)) and time constants (Figures 3(g)
and 3(h)) revealed that there were no significant changes.

14.3% (n = 1) of the cells exhibited a decrease in their IPSC
amplitude in the presence of SCH23390, and 14.3% (1 = 1)
of the cells exhibited no change (data not shown). These data
illustrated that endogenous DA reduced the IPSC amplitude
in the majority of the recorded MSNs.
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To evaluate if DA effects on IPSC amplitude were medi-
ated by the activation of D2 receptors, 11 MSNs were evaluated
in the presence of the D2 agonist (Quinelorane, 10 uM). In
this situation, the IPSC amplitude decreased in 54.5% (1 = 6),
increased in 27.3% (n = 3), and produced no effect in 18.2%
(n = 2) of the recorded cells (Figure 3(i)). In the cells with an
IPSC amplitude decrease, the amplitude was reduced by 41%
compared with control and the modulation was statistically
significant (control 100.11 + 0.26 versus Quinelorane 58.69 +
3.046, t. = 13.246, p = 0.00004; two-tailed paired t-test;
Figure 3(i}). These results indicated that DA through the acti-
vation of D2 receptors reduced GABAergic transmission. The
PPR did not change suggesting a postsynaptic mechanism
(Figure 3(j}), nor however the IPSC kinetics did, suggesting
a presynaptic mediated mechanism (Figures 3(k) and 3(1})).

To evaluate if endogenous DA affected IPSC amplitude
through D2 activated mechanisms, the D2 antagonist sul-
piride (1uM) was studied. Sulpiride produced no change
in the IPSC amplitude, PPR, or current kinetics (n = 5,
Figures 3(m) and 3(n)). These experiments illustrated that
endogenous DA do not modulate IPSC amplitude by D2
activation.

3.4. GABAergic Synaptic Plasticity. To analyze the synaptic
plasticity of the IPSCs in MSNs, HFS was given to 14 MSNs
cells (see Section 2). Figure 4(a) presents the IPSC ampli-
tude before (top) and after HFS (middle). HFS significantly
decreased the IPSC amplitude by 49% compared with the
amplitude before the train (t; = 5919, p < 0.001), in 50%
(n = 7) of the recorded cells; this reduction persisted for more
than 30 minutes; then, the current amplitude decrease was
considered to be long-term depression (LTD; Figure 4(b)).
The PPR before and after HES did not change (n = 7;
Figure 4(d)) nor did the time constants (Figures 4(e) and
4(f)). 42.9% (n = 6) of the recorded cells showed no change
in the current amplitude after HFS, and only 714% (n = 1) of
recorded cells exhibited an amplitude increase (Figure 4(c)).

To evaluate if all types of MSN developed inhibitory long-
term plasticity, some experiments were performed on slices
coming from BACDI-GFP mice. 13 cells were recorded, 4 cells
did not exhibit any plasticity, and both BACDI1-GFP-positive
(n = 3) and BACDI-GFP-negative (n = 3) MSNs developed
LTD after HFS; no one of the evaluated BACDI-GFP-paositive
cells developed LTP; however 3 BACDI-GFP-negative cells
developed LTP. Figure 4(g) illustrates the reconstruction of a
DI1-GFP-negative expressing neuron that displayed GABAer-
gic LTD; this neuron was considered as D2 expressing MSN.

From these results we conclude that MSNs expressing DI
and D2 developed LTD as the prevalent form of inhibitory
long-term plasticity, and only neurons expressing D2 recep-
tors displayed LTE.

3.5. GABAergic Synaptic Plasticity in Presence of DA. Once
we showed that GABAergic synapses exhibit LTD as the
main form of synaptic plasticity, we investigated whether DA
modulate this form of plasticity. The role of DA in modulating
GABAergic plasticity was also evaluated using two concen-
trations (200 nM and 20 uM). In the presence of a low con-
centration of DA (200 nM), HFS induced LTD (Figure 5(a))

APENDICE

Neural Plasticity

in 60% (1 = 3) of the recorded cells, LTP was produced in
only 20% (n = 1) of the recorded cells (Figure 5(c)), and
20% (n = 1) did not displayed any plasticity. In the cells in
which LTD was observed, the amplitude was reduced by
73.11% compared with the current amplitude before HFS
(t; = 10.255, p = 0.00938; Figures 5(a) and 5(b)). DA
(200 nM) did not generate changes in the PPR nor in the
current kinetics (Figures 5(d)-5(f)). High concentration
of DA (20 uM) induced a significant increase in the IPSC
amplitude after HFS (t, = 1.826, p = 0.125, Figures 5(b) and
5(g)) in 50% (n = 4) of the evaluated cells (Figure 5(h)). The
PPR and current kinetics did not change (Figures 5(i)-5(k)).

3.6. DI Receptors Modulation of Striatal GABAergic Synaptic
Plasticity. To better analyze DA effects of plasticity we used
specific agonist and antagonist of dopamine receptors. In the
presence of the D1 agonist SKF81297 (10 M)}, HFS induced
LTD in all of the recorded cells (n = 7, = 77,
p < 0.001; two-tailed paired f-test; Figures 6(a)-6(c)). The
PPR (Figure 6(d)), rise time, and decay time did not change
(Figures 6(e) and 6(f)) after HFS, indicating that D1 ago-
nist activation modulates the LTD expression on striatal
inhibitory plasticity through presynaptic mechanisms.

In the presence of the D1 antagonist, SCH23390 (1 uM),
HFS induced LTD in 77. 8% (n = 7) of the recorded cells (¢, =
10.042; p < 0.001; two-tailed paired f-test, Figures 6(g)-
6(i)). The PPR (Figure 6(j)) and the time constants of the
currents (Figures 6(k) and 6(1)) did not change. 22.2% (n = 2)
of the recorded cells in the presence of the D1 antagonist
did not develop any plasticity (Figure 6(i)). If D1 receptor
activation was responsible for generating LTD, the block of
the D1 receptors would eliminate LTD; however, 77.8% of the
cells remained producing LTD (Figure 6(i)); then, receptors
other than D1 should favor LTD on inhibitory synapses.

3.7 D2 Receptor Modulation of Striatal GABAergic Synaptic
Plasticity. We next went to evaluate D2 receptors role in stri-
atal plasticity of inhibitory synapses on MSN. In the presence
of the D2 agonist Quinelorane (10 M), HFS generated LTD
in 50% (n = 7) of the recorded cells and LTP in 28.6%
(n = 4) of them. In those cells where LTD was generated,
the amplitude of IPSC was reduced by 45.06% compared with
the amplitude before HFS (Pre-HFS = 100.895 + 0.687 versus
Post-HFS = 55.833 + 7316; t, = 5.838, p = 0.001; two-
tailed paired t-test, Figures 7(a) and 7(b)). The LTD did not
produce changes in the PPR or in the current kinetics (Figures
7(d)-7(f)). In those cells that exhibited LTP in the presence of
Quinelorane (Figure 7(c)), the increase in the IPSC amplitude
was statistically significant (t; = 5685, p = 0.002). The PPR
significantly decreased (f; = 2.398, p = 0.0373) without
any change in the current kinetics, indicative of presynaptic
mechanisms in D2 modulation of LTP (data not shown). The
rest of the recorded cells (21.4%, n = 3) demonstrated no
change after HFS (Figure 7(c}). Data obtained in this section
suggested that D2 receptor participates in the induction of
LTD but also in LTP of GABAergic plasticity because the
percentage of cells that exhibited LTP increased from 714 in
control conditions to 28.6%.
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In the presence of the antagonist D2 sulpiride (1 uM), HFS
generated a modest but statistically significant LTD in all of
the recorded cells (n = 8, Pre-HFS = 102.107 + 1.36 versus
Post-HFS = 74.28 + 6.25; 1, = 4.933, p = 0.00169; two-tailed
t-test; Figures 8(g), 8(h), and 8(i)); however the LTD gener-
ated in the presence of sulpiride was slightly compared with
that observed with Quinelorane (IPSC reduced by 45.06%
in the presence of Quinelorane and 27.8% in the presence
of sulpiride), suggesting that sulpiride reduced part of the
LTD generated by D2 stimulation. The PPR did not change
(n = 8; Figure 7(j)) nor did the time constants (n = 8; Figures
7(k) and 7(1)). Higher concentration of sulpiride (10 uM) was

needed to fully prevent the LTD induction after HFS (n
5; Pre-HFS = 100.47 0.21 versus Post-HFS = 118.82 + 15.70,
t, = —1.182, p = 0.303; two-tailed ¢-test; Figures 7(m) and
7(n)). This data demonstrated that the block of D2 receptors
prevented LTD induction in inhibitory synapses on MSN.
Once knowing that the D2 antagonist abolished the
development of LTD after HFS protocol, we evaluated the
effect of HFS in the presence of both DA 200 nM and the D2
antagonist sulpiride (10 zM). Under this condition, sulpiride
prevented the LTD generated by HFS in presence of DA
(200nM) (n = 3; Figures 8(a) and 8(b)), without changes
in the PPR (Figure 8(c)). Conversely, in the presence of
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20 1M, resp.) before (top) and after HFS (middle) and an overlap of the recordings (bottom). (b) Time course of the IPSC amplitude before
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of plasticity that were generated in the presence of DA (200 nM or 20 uM, resp.). (d and i) are the PPR comparisons of the IPSCs before and
after HFS in the presence of DA (200 nM or 20 #M). (e and j) are the rise time, while (f and k) are the decay time before and after HFS in the

presence of DA (200 nM or 20 pM).
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DA (20 uM), sulpiride did not affect the LTP generated by  , = —0.0617, p = 0.954; two-tailed t-test; Figures 8(f) and
HFS (n = 3; Figures 8(b) and 8(d)) and no changes were 8(g)).

obtained in the PPR. Interestingly, PKA inhibitor H89 inside

the recording pipette prevented the induction of any plasticity =~ 3.8. GABAergic Synaptic Plasticity in Striatal Degeneration:
(n = 5, Pre-HEFS = 103.33 + 1.66; Post-HES = 103.86 + 8.66; Role of DA. High levels of DA have been observed in early
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Figure 8: Sulpiride and H89 on DA triggered plasticity. (a and d) are representative IPSC traces in the presence of DA + sulpiride before (top)
and after HFS (middle) and the overlap of the recordings (bottom). (b) Time course of the IPSC amplitude of two experiments before and
after HFS in the presence of DA (200 nM) + sulpiride (10 gM) and DA (20 M) + sulpiride (10 pM). Note that sulpiride prevented the LTD
induced by DA 200 nM but did not prevent the LTP induced by HFS in the presence of DA (20 uM). (c and e) are the PPR comparison of
the IPSCs before and after HFS in presence of DA (200 nM or 20 M, resp.) + sulpiride (10 #M). (f) illustrates representative IPSC traces in
the presence of PKA inhibitor H89. (g) Time course of the IPSC amplitude in the presence of the PKA blocker. Note that H89 blocks striatal

plasticity induction.
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Figure 9: Synaptic plasticity in the striatal degeneration. (a) shows representative traces of IPSC before (top) and after HFS (middle) and an
overlap of the traces (bottom ). Note that LTP is produced after HFS. (b) illustrates the time course of the IPSC amplitude before and after HFS.
{c) displays the percentage of cells that exhibited LTP after HFS in 3-NP-treated slices. (d) shows the PPR comparison of the IPSCs before
and after HFS. (&) The rise time and (f) decay time constants before and after HFS. (g) shows representative TPSCs traces before (top) and
after HFS (middle) in the presence of H89 (5 M) and overlap of the traces (bottom). (h) Time course of the IPSC amplitude before and after
HFS in the presence of H89 (5 xM). Note that the block of PKA prevented the generation of LTP in 3-NP slices. (i) is the PPR comparison of

the IPSCs before and after HFS in the presence of H89.

stages of striatal degeneration such as HD, and then we
wondered if GABAergic plasticity in such conditions could
be similar to that observed under high DA concentration.
Therefore, some experiments were designed to analyze the
type of plasticity triggered in the IPSCs during the striatal
degeneration induced by the systemic administration of 3-
NP (15mg/kg, i.p. 5 days). Of the 20 recorded cells from
3-NP-treated mice slices, only 5 of the recorded cells {25%)
exhibited synaptic plasticity (Figure 9(c)). Interestingly, the
type of plasticity generated was only LTP (Pre-HFS = 9745 +
L73 versus Post-HFS = 220.45 + 2632; t, = —4.565; p =
0.0103, Figures 9(a) and 9(b)). This result was similar to

that obtained in the presence of DA (20 uM). No changes
were observed in the PPR (Figure 9(d)) or in the current
kinetics before and after HFS (Figures 8(e) and 8(f)). In the
presence of the D1 antagonist, LTP induction was prevented
in cells from 3-NP-treated mice (Pre-HES = 98.87 + 1.26
versus Post-HSF = 105.19 + 8.62; t; = -0.725, p = 0.489;
two-tailed f-test, data not shown). Furthermore, as the block
of PKA signaling pathway prevented the LTP induced in the
presence of DA in high concentration (20 uM, Figure 8(g)),
we performed some experiments with the PKA inhibitor H89
(5 uM) inside of the recording pipette in slices from 3-NP-
treated mice. In this situation, the LTP induction after HES
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was prevented (Figures 9(g) and 9(h)) and LTD development
was favored (Pre-HFS = 98.16 + 2.95 versus Post-HFS = 55.22
+ 954 1, = 652 p = 0.02; two-tailed f-test) without
changes in the PPR (Figure 9(i)). This result supports the
idea that LTP of inhibitory synapses on MSNs is triggered
by PKA signaling pathway in striatal degeneration and its
postsynaptic inhibition promotes the development of LTD.

4, Discussion

The present study describes that DA modulation of GABAer-
gic synapses on MSNs and the type of plasticity developed
depend on the DA concentration and the activation of DI- or
D2-class receptors. Also DA effect on striatal plasticity was
altered in striatal degeneration.

4.1. DA Modulation of GABAergic Synapses on MSNs. DA
at a low and high concentration decreased the IPSC ampli-
tude compared with the control conditions in most of the
recorded cells. However when specific D1 and D2 agents were
evaluated modulation on GABAergic synapses depended
on DA receptors activation or inhibition. The DI agonist
produced decrease and increase in the IPSC amplitude of
the MSNs recorded. The D1 family receptors include the D,
and D, receptors, which are differentially located in striatal
neurons, and exhibited different affinities for the agonist
[26] and different dependencies on the G protein/adenylyl
cyclase signaling pathway [27]. Additionally, there are also
diverse responses due to the activation of pre- or postsy-
naptic mechanisms. In recordings from dissociated MSNs,
SKF81297 (1-10 #M) reduces the postsynaptic GABA ligand-
gated-currents [10, 28]. On the contrary, the presynaptic D,
receptor activation of axonal collaterals from MSNs stimu-
lates GABAergic synapses on other MSNs [29]. Furthermore,
D: receptors are expressed in the terminals of GABAergic
interneurons [30], because most of the cells recruited with
intrastriatal stimulation are the GABAergic interneurons
[23]; changes in the IPSC amplitude in the presence of the
D1 agonist may be due to the activation of the presynaptic D,
receptors on GABAergic interneurons.

Blocking the D1 receptors mainly produced an increase
in the GABAergic currents, suggesting that when DI recep-
tors are blocked, the D2 activation by endogenous DA is
unmasked. The agonist D2, Quinelorane 10 uM, also pro-
duces decrease and increase of the IPSC amplitude. D2 recep-
tors belong to a family that has several subtypes, such as D,,
D,, and D,; the striatum mostly expresses D, and D, [26] and
Quinelorane affects both of them and may produce different
responses depending on receptor sensitivity and selectivity
[31]. D2 receptors are located postsynaptically in the MSNs
that express enkephalins, but they are also autoreceptors in
the striatal dopaminergic terminals; low concentrations of
DA activate them, decreasing the endogenous release of DA
as a response [26]. Subsequently, in those cells in which
the D2 agonist produced an IPSC amplitude increase, the
effect may be postsynaptically mediated, whereas a decrease
in the IPSC may be related to a presynaptic effect. Earlier
study showed that the stimulation of presynaptic D2 receptors
decreases GABAergic synaptic amplitude [29].
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4.2, GABAergic Synaptic Plasticity and Its DA Modulation.
HFS decreased the IPSC amplitude in 50% of the experi-
ments; these results are consistent with those obtained by
others using different stimulation protocols [32, 33].

DA concentration was crucial for determining the type of
inhibitory plasticity triggered at the striatum. In the presence
of DA, HFS generated both LTD and LTP; however, a low
DA concentration (200 nM) produced mostly LTD, whereas
higher concentration of DA (20 uM) favored LTP in half of
the experiments. DA at low concentrations activates high
affinity receptors, whereas higher concentrations also activate
low affinity receptors. D2 receptors possess higher affinity
for DA and their stimulation facilitates LTD. Moreover, the
administration of sulpiride 10 M prevented the LTD induced
with HFS in the presence of DA at 200nM, whereas the
administration of sulpiride in the presence of DA at 20 uM
did not prevent the induction of LTF, but only H89 did, sup-
porting the notion that D2 receptors play an important role in
triggering striatal LTD in inhibitory synapses at the striatum,
whereas DI activation coupled to PKA signaling pathway
is mainly involved in generating LTP in the GABAergic
synapses. However, we cannot rule out that postsynaptic D2
receptors may mediate increases in the IPSCs after HFS in the
presence of 20 uM of DA because postsynaptic D2 in MSNs
of the indirect pathway can stimulate intracellular calcium
through the phospholipase C pathway [34]. This pathway
enhances GABA, currents by mobilizing intracellular Ca™
[35].

4.3. DI and D2 Modulation of Striatal GABAergic Synaptic
Plasticity. To better understand DA receptors role in plas-
ticity, specific DA agonist and antagonist were evaluated. In
the presence of the D1 agonist, HFS produced LTD in all
recorded cells. Despite this finding, HFS in the presence of
the D1 antagonist still generated LTD in a large percentage
of the cells (77.8%), demonstrating that the inhibition of DI
receptors did not prevent the development of striatal LTD in
the majority of the inhibitory synapses.

HFS in the presence of the D2 agonist generated LTD in
50% of the cells and LTP in 28% of the cells. Nevertheless,
in the presence of the D2 antagonist, all Inhibitory plasticity
in MSNs was prevented. In fact, in D2 knockout mice LTD
of corticostriatal excitatory plasticity is abolished, generating
LTP instead [36]. Our results indicate that D2 receptors play
an important role in triggering LTD of inhibitory striatal
plasticity as well.

4.4. GABAergic Plasticity in Striatal Degeneration. Synaptic
abnormalities in corticostriatal pathway have been described
after acute 3-NP treatment [21, 37, 38], but there is no study
of changes on inhibitory synapses on MSNs. Evaluation of
synaptic plasticity of this connection on damaged MSNs
indicated that 75% of the recorded cells did not exhibit any
plasticity, while the other 25% of the cells exhibited only LTP.
The LTP produced in slices of 3-NP-treated mice resembled
the LTP triggered under high levels of DA in normal tissue
(Figures 9(b) and 5(b), resp.). This LTP was affected by the
D1 antagonist and the PKA inhibitor (Figures 9(g) and 9(h))
which in its presence generates LTD, suggesting that DI



14

receptors are involved in the plasticity observed in damaged
striatal tissue. Striatal LTP in IPSCs may result from a dys-
regulation in DA release [39] produced by 3-NP, as observed
in other animal models of striatal degeneration [19]. It
appears that a sustained elevation of DA or an imbalance
in its concentration causes selective degeneration of striatal
GABAergic neurons and motor dysfunction [17, 18]. A
reduction in DI receptors has been documented in acute 3-
NP administration [37]; if this were the case within in vive
subchronic treatment, an alternative mechanism to explain
LTP in striatal IPSCs is that feed forward inhibition mech-
anism, mediated mainly by fast spiking (FS) interneurons
[40] on MSNs expressing D1 receptors (direct pathway), was
overactivated in damaged striatum; in fact we have shown
a reduction in number of spines, and dendrites tick in our
3-NP model of degeneration [21] which may indicate that
interneurons projecting on the perisomatic area would have
more synaptic impact on M5Ns than those arriving in distal
areas; FS are the ones heavily innervating perisomatic area
in MSNs [9]; then LTP exhibited in MSN expressing DI
receptors may be produced when ES are activated with field
stimulation in control slices as well as in slices from damaged
striatumy; further experiments should test this hypothesis.

5. Conclusion

DA effect on striatal plasticity was different from its modula-
toryaction in inhibitory synapses on MSNs. The variability on
synaptic responses may be due in part to the set of GABAergic
afferents to MSNs (mainly interneurons) stimulated that
exhibit different DA receptors as well as DA receptors that
are present in recorded MSNs.
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