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Resumen

Las neuronas espinosas medianas (NEM) son las neuronas de proyeccion del
Neoestriado (NE), estas células llevan a cabo mdltiples procesos cognitivos y la
iniciacion y control del movimiento. Se han identificado dos tipos de neuronas de
proyeccion en este nucleo, de acuerdo a la expresion de receptores a dopamina
(D1 y D2), expresion de péptidos (SP y ENK) y por la proyeccion a distintos
nucleos del circuito de los ganglios basales (SNry GPe).

Estas neuronas hasta ahora se han descrito como una poblacion electro-
fisiologicamente homogénea, recientemente se describid6 que la respuesta
sindptica cortico-estriatal, difiere en los dos tipos de células neoestriatales (D1 y
D2). Las diferencias se hacen evidentes en la duracién a la amplitud media y el
area bajo la respuesta sinaptica, ambas mediciones tienen que ver con la
repolarizaciéon del evento sinaptico. Basandonos en lo anterior se estudio la
participacion de las conductancias de potasio dependientes de calcio tipo BK y SK,
en la respuesta sinaptica cortico-estriatal de NEMs D1 y D2.

En el presente estudio se llevaron a cabo registros intracelulares de neuronas del
neoestriado dorsal, el objetivo del trabajo fue estudiar la participacion de las
conductancias de potasio dependientes de calcio (tipo BK y SK) en la integracion
sinaptica cortico-estriatal. En estos experimentos se obtuvo como resultado que
las conductancias tipo BK y SK participan de forma distinta en las NEM D1 y D2,
estas diferencias se enlistan a continuacion:

La participacion de los canales de potasio dependientes de calcio en la respuesta
sinaptica cortico-estriatal, es mayor en las NEMs D2, que en las neuronas D1

Los canales BK no participan en la forma de la respuesta sinaptica, estas
conductancias se encuentran principalmente repolarizando el evento sinaptico en
ambos tipos neuronales, determinando la duracion de la despolarizacion.

Los canales SK facilitan la repolarizacion en las neuronas de proyeccion NEM D1
y s6lo en las neuronas D2, determinan la forma de la respuesta sinaptica
(repolarizacion inicial caracteristica de estas neuronas).

Los canales BK y SK patrticipan sélo en la repolarizacion sinaptica supraumbral en
las neuronas de proyeccibn NEM D1, mientras que en las neuronas NEM D2
participan en la repolarizacién desde las respuestas subumbrales.

Las corrientes postsinapticas estudiadas, son importantes para explicar las
diferentes respuestas cortico-estriatales de las NEMs. Dado que estas corrientes
estdn sujetas a neuromodulacion por diversos transmisores, su importancia
fisiol6gica resulta incuestionable.



Participacion de conductancias de potasio en la integracion sinptica
cortico-estriatal
Capitulo 1
Ganglios Basales

Los Ganglios Basales (GB) anatomicamente sobresalen en cuanto a su
distribucién ya que representan uno de los mas grandes circuitos en el cerebro.
Este circuito permite multiples procesos como: la iniciacion y control del
movimiento voluntario, aprendizaje motor, memoria de procedimiento, ademas de
funciones cognoscitivas y emocionales (Graybiel, 1997,2000; Yin et al., 2004.
Grahn et al., 2008, 2009; White, 2009).

Los GB son un conjunto de nucleos subcorticales distribuidos en el telencéfalo,
diencéfalo y mesencéfalo. Se encuentran presentes en peces, aves, reptiles y
mamiferos (Reiner et al., 1998).

El circuito anatomico y funcional de los GB esta comprendido por: el Neoestriado
(caudado, putamen y acumbens); el globo palido en su segmento interno y
externo; la sustancia nigra parte compacta y reticulata. Asi como el nucleo
subtalamico (Mink, 1996; Groenewegen, 2003).

Neoestriado

El Neoestriado (NE) comparte entre sus tres nucleos (caudado, putamen y
acumbens) la misma poblacion neuronal: la Neurona Espinosa Mediana (NEM) o
MSN (Medium Spiny Neuron) por sus siglas en inglés. Sin embargo se ha podido
diferenciar a estos nucleos por sus diferentes funciones. El caudado y putamen,
ambos ubicados en el estriado dorsal, se caracterizan por llevar a cabo funciones
sensorio motrices y asociativas, mientras que al nucleo accumbens, localizado en
el NE ventromedial, se le ha distinguido por participar en procesos emotivos como
el refuerzo o la expectativa de la recompensa, ya que también pertenece al

sistema limbico.



Entradas sinapticas al neoestriado

El NE se ha caracterizado por ser el nucleo que recibe las aferencias de los
diversos nucleos que proyectan a los ganglios basales, es de resaltar que las
NEMs que componen este nucleo integran informacion de multiples estructuras
cerebrales y distintos tipos de mensajeros quimicos o neurotransmisores.

La sustancia Nigra parte compacta proyecta a este nulcleo su principal
abastecimiento de dopamina (Freund et al., 1985). También recibe aferencias
serotoninérgicas provenientes de la parte dorsal del nicleo Raphe y de la
Amigdala basolateral (Waselus et al., 2006).

Por otra parte las proyecciones glutamatérgicas se dan por las aferentes de
nacleos intralaminares y de la linea media del tadlamo (Castle et al., 2005; Kinzle,
2006; Smeal et al., 2008; Ding et al., 2008). No obstante el mayor abastecimiento
de aferentes excitatorias que el NE recibe, son por parte de la corteza cerebral.
Multiples trabajos anatomicos y funcionales han evidenciado que la mayoria de las
areas corticales envian sus axones al estriado, sin embrago, parece tener mayor
aferentacion la corteza prefrontal, motora, sensorial y de asociacion (Selemon et
al., 1985; Haber et al., 2000; Postuma et al., 2006).

Eferentes Neoestriatales

El NE proyecta la informacion que recibe a través de dos vias que se les ha
llamado “via directa” y “via indirecta” debido a los relevos sinapticos que presenta
cada via antes de salir del circuito de los ganglios basales. Funcionalmente la via
directa facilita el movimiento, mientras que la via indirecta lo inhibe. (Albin et al.,
1989; DelLong, 1990; Mink,1996; Groenewegen, 2003).



Via directa

La via directa comienza con proyecciones corticales que son integradas por las
NEMSs del neoestriado, las cuales envian sus axones GABAérgicos hacia nucleos
de salida de los (GB): el Globo pélido interno (GPi) y la sustancia nigra reticulada
(SNr). Esta inhibicion que las neuronas de proyeccion tienen sobre los nucleos de
salida, permite que estos dejen de inhibir GABAérgicamente a los nucleos: ventral
anterior y lateral del Talamo, para que finalmente este Ultimo relevo envie
proyecciones excitatorias hacia la corteza motora, promoviendo de esta manera el
movimiento (Ver figura 1).

Las neuronas de la via directa o “estriatonigrales” han sido caracterizadas por su
alta expresion de receptores a dopamina de la familia D1 y colinérgicos
muscarinicos de tipo M1 y M4 (Kreitzer & Malenka, 2008). Mas la expresion de
sustancia P (SP) y dynorfina. (D1-NEMS).

Via indirecta

De manera contraria la via indirecta inhibe los movimientos, debido a que cuando
las células neoestriatales de esta via son estimuladas por la corteza motora, éstas
envian sus aferentes GABAérgicas al GPe. Las células de este nudcleo que
estaban inhibiendo al nucleo subtalamico (NST), dejan de hacerlo por la previa
inhibicién de las NEMs sobre el GPe. Lo cual permite al NST enviar proyecciones
glutamatérgicas hacia el GPi, que es de naturaleza GABAérgica.

Por dltimo, al ser estimulado el GPi éste proyecta aferentes inhibitorias sobre el
talamo desfavoreciendo la proyeccion excitatoria que este ndcleo tiene sobre la

corteza motora, y por lo tanto impide el movimiento (Ver figura 1).

Las neuronas de la via indirecta o “estriatopalidales” (D2-NEMs), son
caracterizadas por su robusta expresion de receptores dopaminérgicos de la
familia D2 y colinérgicos tipo M1 (Kreitzer & Malenka, 2008). También se ha

identificado la coexpresion del neuropéptido encefalina (ENK).



Las neuronas GABAérgicas neoestriatales se han podido distinguir por su
trayectoria dentro del circuito de los ganglios basales como se mencioné
anteriormente, también por su expresion de receptores y péptidos. Sin embargo,
no se ha podido ver una localizacién anatomica preferencial, por el contrario se ha
descrito que estas células se encuentran ampliamente distribuidas

homogéneamente por todo el Neoestriado (Deng et al., 2006).

Oe‘ebra‘ cortex R
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Figura 1. Via Directa e Indirecta de los Ganglios Basales

Se representa: Cerebral cortex (Corteza cerebral), Striatum: (Estriado), GP: (Globo
palido externo), GPm: (Globo palido interno), STN: (Nucleo subtalamico). SNr:
(Sustancia nigra reticulata), Thalamus: (Talamo), Superior colliculus: (Coliculo
superior). (Tomado de Gerfen, 2006).

Poblacion neuronal del neoestriado

Neurona Espinosa Mediana

La neurona neoestriatal es llamada neurona espinosa mediana por su amplia
distribucion de espinas alrededor de sus dendritas. Las dendritas de estas células
se arborizan en todas direcciones, abarcando un radio de 300 a 500 um. En
promedio presentan de 4 a 6 dendritas principales que a su vez pueden ser
divididas 2 o 3 veces mas, teniendo en total de 25 a 30 ramas terminales (Wilson,
2004). Su cuerpo celular tiene un didmetro de 10 a 15 um y carece de espinas

dendriticas. A diferencia de las dendritas, sus axones exhiben angulos mas



agudos y tampoco tienen espinas dendriticas (estas caracteristicas se pueden
apreciar facilmente en la figura 2). Es de destacar que sus axones cubren casi la
mitad de la superficie total de la célula, de tal manera que presentan varios puntos
de contacto antes de llegar a su blanco dentro o fuera del Neoestriado (Bishop et
al., 1982; Kawaguchi, 1997; Wilson, 2004). La neurona de proyeccion neoestriatal
representa el 95 % del total de la poblacion neuronal. El porcentaje restante

pertenece a interneuronas (Mink , 1996; Tepper et al., 2004).

Neurona Espinosa Mediana

Figura 2. Neurona espinosa mediana marcada intracelularmente con biocitina. (A)
arborizacién de sus dendritas. (B) Diferente NEM con mayor amplificacion donde
se pueden observar sus espinas dendriticas. (C) Amplificacién de la zona marcada
en azul. Se aprecia mayor detalle de las espinas dendriticas.

Interneuronas del Neoestriado

Interaccionando con el circuito del Neoestriado residen tres tipos de interneuronas
identificadas a partir de sus propiedades inmunocitoquimicas, electrofisiolégicas y

anatémicas (la representacion anatdmica se muestra en la figura 3).

La neurona gigante colinérgica o célula de largo postpotencial hiperpolarizante,
presenta un cuerpo celular fusiforme de 20 a 50 um de diametro, de donde
emergen de 2 a 5 dendritas principales que no presentan espinas dendriticas o de

manera muy difusa. Su potencial de membrana es de -60 mV, genera potenciales



de accién de manera tonica, ademas de presentar un largo pospotencial
hiperpolarizante (figura 3C) y gran capacidad de rectificacion cuando se le dan
pulsos hiperpolarizantes. Histoquimicamente es positiva a acetilcolinesterasa
(Wilson et al., 1990; Kawaguchi, 1993,1997).

Las dos interneuronas restantes son de naturaleza GABAérgica, una de ellas
presenta potenciales de accién sumamente rapidos que generan frecuencias altas
de disparo y de hecho de ahi deriva su nombre (fast spiking cells, figura 3 A).
Estas células son inmunoreactivas a parvalbumina, el diametro de su cuerpo
celular es de 10 a 25 um. Estas neuronas tienen un potencial de membrana de -80
mV (Kawaguchi et Al., 1995; Kawaguchi, 1993,1997).

La interneurona de bajo umbral (LTS cells), colibera neuropéptido Y, NOS vy
somatostatina, el diametro de su cuerpo celular es de 12 a 25 um. Presenta una
arborizacion dendritica y axonica menor respecto a las dos interneuronas
anteriores y a la neurona de proyeccion. Su potencial de membrana se encuentra
alrededor de los -60 mV. Esta interneurona se caracteriza por disparar espigas de
calcio de bajo umbral de activacion (generados por canales de calcio tipo T, figura
3B), que a su vez genera rafagas de potenciales de accién. Por lo cual se les ha
denominado neuronas de bajo umbral de activacion (Kawaguchi, 1993; Kawaguchi
et al., 1995).

100 pum

PV (GABA) NADPH-D (NO) ChAT (Ach)
Depo J—LLL | Depo Depo
:WA——ﬁ_"-— n n 7——/7_.4——____
200 ms
Hyper Hyper T Hyper|
‘L ISO my
S . - —
'l, o A L3 - ~ . e
FS cell PLTS cell LA cell

Figura 3. Caracteristicas anatémicas y electrofisiologicas de las interneuronas del
estriado. En la parte superior de la figura: Anatdbmia de interneuronas del
neoestriado. Parte inferior: Propiedades electrofisiolégicas, tomado de Kawaguchi,
1993.



Capitulo 2

Canales de potasio dependientes de calcio

La despolarizaciéon de la membrana celular permite la apertura de canales de
Ca2+ que aumentan la probabilidad de que canales de potasio dependientes de
calcio (Kca) se abran y repolaricen a la célula. Lo cual es una retroalimentacion
negativa muy importante que permite a la neurona alejarla de la muerte por
excitotoxicidad (Bentzen B et al., 2007). Estos canales se encuentran ampliamente
distribuidos de forma selectiva en diversas estructuras cerebrales (Stocker M &
Pedarzani P 2000). Ademas se ha descrito la participacion de estos canales en
diversos procesos fisioldgicos tales como: neurosecrecion, la forma y duracion de
los potenciales de accion, el post potencial hiperpolarizante, la frecuencia de
disparo y recientemente en la integracion sinaptica (Sah, 1996; Bennett et al.,
2000; Stocker, 2004).

Los canales de potasio dependientes de Ca2+ se han clasificado tomando en
cuenta sus propiedades biofisicas y farmacologicas en 3 amplias familias
llamadas: BK, SK e IK.

Canales BK

Los canales BK o Maxi K (Kca 1.1) recibieron su nombre por la gran conductancia
gue presentan “Big Conductances”. Se ha descrito que este canal es codificado
por el gen KCNMAL1 10922 (Gutman et al., 2003). Participa en la repolarizacion del
potencial de accidén y en la parte rapida del post potencial (Pineda et al., 1992;
Bennett et al., 2000).

El canal Maxi K permite una corriente saliente de 200 a 400 pS. La apertura de
este canal requiere de calcio y despolarizacion de la membrana celular (-50 a 70
mV). También se han caracterizado por su alta sensibilidad para ser bloqueados
por las toxinas peptidicas Caribdotoxina e Iberotoxina de forma muy especifica,

ambos péptidos extraidos del veneno del escorpion. Recientemente también se ha



descrito a las micotoxinas paxilina y penitrem como bloqueadores de estos
canales (Sanchez & McMamus, 1996; Sah et al., 2002). Por otra parte el
compuesto quimico NS11021 y el Acido Pimarico (PiMA) aumentan la probabilidad
de apertura del canal, alterando su sensibilidad al calcio (Bentzen et al., 2007;
Imaizumi et al., 2002).

Estructura del canal

En la figura 4 se representa la estructura del canal BK, la cual esta conformada
por 4 subunidades ay dos B. Las 4 subunidades o forman un tetrdmero que da
paso al poro del canal, cada subunidad o consta de 7 segmentos
transmembranales (SO a S6).

Similar a otros canales de potasio el sensor de voltaje de este canal esta ubicado
en el segmento S4, el poro permeable a potasio se forma entre el segmento S5 y
S6 (Orio et al., 2002), mientras que el sensor de calcio “calcium bowl” se
encuentra entre los segmentos S9 y S10 (Meera et al., 1997). La terminal NH2 se
encuentra en el segmento SO, y la terminal COO- se localiza en el segmento S10.
A pesar de que el sensor de calcio y voltaje se encuentran en la subunidad o,

La subunidad B puede modificar la cinética y farmacologia del canal. De tal forma
gue es muy importante la participacion de esta subunidad en la fisiologia del canal
BK.

La subunidad f, consta de dos segmentos transmembranales (ver figura 4), a la
fecha se han descrito 4 diferentes subunidades B (Bi, B2, Bs, Ba4), las cuales
resultan ser de suma importancia para la modulacion del canal BK. (Orio et al.,
2002).

La primera subunidad B en clonarse fue la B;, en membranas de células de
musculo liso, se ha reportado que esta subunidad participa en la estabilidad del
proceso de apertura y cierre del canal (Brenner et al., 2000).

La subunidad B, se encuentra expresada preferencialmente en células cromafines
y cerebro. La coexpresion de la subunidad a y B, favorece la inactivacion de la

corriente de este canal (Orio et al., 2002).



En la coexpresiéon de la subunidad B3 no se muestran cambios en la cinética y
acticavion de canal, esta convinacion de subunidades se encuentra expresada en
células gonadales, pancreas y el baso (Xia et al., 2000).

En cuanto a la subunidad B4, se ha visto expresada principalmente en el cerebro,
la coexpresion con la subunidad a decrementa la sensibilidad la calcio y por lo

tanto la cinética de activacion del canal (Brenner et al., 2000).

B-subunit a-subunit
[3~subunit
coupling
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Figura 4. Esquema de la estructura del canal BK. A la derecha de la figura, se
encuentra representada la subunidad a y a la izquierda la subunidad 3.
Tomado de Orio et al., 2002).



Canales SK

El segundo tipo de los canales de potasio dependientes de calcio ha sido
distinguido por su baja conductancia, la cual va de 2 a 20 Ps, de modo que se le
llamé “small conductance” o SK. Varios trabajos han revelado su participacién en
el post potencial hiperpolarizante “sAHP” (Pineda et al., 1992, Stocker, 2004;
Faber et al., 2007).

Este canal no requiere de voltaje para su activacion, unicamente de la elevacion
de calcio intracelular, aproximadamente de 400 a 800 nM. Este canal es
bloqueado por la toxina peptidica Apamina, la cual es extraida del veneno de
abeja. Por otra parte se ha reportado que el 1-ethyl-2-benzimidazolinone (EBIO)
altera la sensibilidad de calcio y aumenta la probabilidad de apertura del canal
(Sah et al., 2002).

Los canales SK se han podido separar en subclases de acuerdo a su perfil
farmacologico y por el gen que los codifica. Sin embargo, estos canales presentan

como ancestro comun el gen KCNN.

Para el SK1 o Kca 2.1 corresponde el gen KCNN1 y farmacolégicamente es
insensible a la apamina. El SK2 (Kca 2.2) es codificado por el gen KCNNZ2; tiene
una IC 50 de 63 pM de apamina para ser bloqueado. Por ultimo el canal SK3
(Kca2.3) muestra una IC 50 de 2 nM de apamina y es codificado por el gen
KCNNB3 (Ishii et al., 1997a; Gutman et al., 2003).

Estructura del canal
En la figura 5 se muestra la estructura del canal SK, donde se puede observar que
cuenta con seis dominios transmembranales (S1 al S6). También se puede ver

gue tanto la terminal amino (NH3) como la carboxilo (COO-), se encuentran

inmersas en el citoplasma; algunos trabajos proponen la localizacién del poro
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entre el segmento 5y 6 (Gutman GA et al., 2003). Cabe sefalar que este canal no
tiene una relacion directa con el calcio para su apertura, como es el caso del canal
BK e IK. Este canal requiere del acople de la proteina calmodulina (CAM). Dicho
acople se da en la terminal COO-, donde se encuentra un sitio especifico para
llevarlo a cabo.

La CAM debe ser activada por calcio intracelular, para ello se requiere de dos
moléculas de Ca2+ en su terminal NH3 y dos restantes en su terminal COO-.

Una vez activado el sitio de unién de la CAM, el canal SK muestra un cambio
conformacional que permite la apertura del poro selectivo a potasio (Faber et al.,
2003; Stocker, 2004).

SK channel
extracellular n ,5-7/) Q
P
S1 §2 S3 S4 S5 S6
intracellular calmodulin binding domain
NH3

CO0r

Figura 5. Esquema de la estructura del canal SK. Tomado de Sah et al., 2002.
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Canales IK

El tercer tipo de canal de Kca es el denominado IK o Kca 3.1. Este canal es
codificado por el gen KCNN4 19913 (Gutman et al., 2003). EIl IK presenta una
conductancia intermedia entre el SK y el BK (aproximada de 20 a 100 pS), de ahi
su nombre. A diferencia del canal BK y SK, este canal no se encuentra expresado
en el cerebro, pero si se ha reportado su presencia en células epiteliales o
glébulos rojos, de manera similar a los canales SK no requieren de
despolarizacion para ser activados, Unicamente de la elevacion de calcio
intracelular (Sah et al., 2002).

El perfil farmacoldgico de estos canales es muy amplio ya que se ha visto que son
sensibles a caribdotoxina, clotrimazole y EBIO, pero insensibles a apamina e
iberotoxina.

Para concluir, se puede decir que dadas las propiedades farmacologicas y
biofisicas de cada uno de los canales Kca, estos pueden ser distinguidos de forma
clara y robusta (Ishii et al., 1997 b). A continuacidn se muestra un esquema del
arbol filogenético de los canales de potasio dependientes de calcio descritos

anteriormente.

A
KcCa2.2 [SKCaZ. KCNNZ, 5q2.2]
Kca2.3 [SKCa3, KCNM3, 1g21]
KGa2.1 [SKCa1, KCNN1, 19p13]
Kca3.1 [IKCal, KCNN4, 19g13]
B

Kca1l.1 [slo. BK, KCNMAT, 10922
I Kca5.1 [slo3, KCNU1, 8p11]

— Kca4.1 [slack, slo2.2, KCNT1, 9q34]

— KcCad.2 [slick, slo2.1, KCNT2, 1g31]

Figura 6. Arbol filogenético de los canales de potasio dependientes de calcio. Se
esquematiza (de izquierda a derecha) la nomenclatura del canal de K*, el gen que
lo codifica y la regidon especifica del gen. Tomado de Gutman et al., 2003.
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CAPITULO 3
Propiedades electrofisiolégicas de la Neurona Espinosa Mediana
Generacién de potenciales de accion y potencial de membrana

Desde los primeros registros electrofisiologicos se ha caracterizado a las NEMs,
por la presencia de una rampa despolarizante de varios cientos de milisegundos
que retrasa la generacién del primer potencial de accién. Esto se puede ver
cuando se dan pasos de corriente despolarizante en el soma de la neurona (Kita
et. al., 1985. Bargas et. al., 1989 Nisenbaum et. al., 1994). Registros intracelulares
(Bargas et. al., 1989) asi como, experimentos en current clamp y voltage clamp
(Nisenbaum et. al., 1994; 1995; 1996), han puesto de manifiesto que la rampa
despolarizante y el retraso en la generacion del primer potencial de accion, son
debidos a la interaccion de las corrientes salientes de potasio (IA). Asi como
corrientes entrantes de sodio (Nat+) y calcio (Ca++) (Bargas et. al.,, 1989;
Nisenbaum et. al., 1994). El canal de calcio tipo L, participa en la parte tardia de la
rampa despolarizante de estas células, facilitando la generacion del primer
potencial de accion (Hernandez-Lopez et al.,1997; Pérez-Garci et. al., 2003).

La neurona neoestriatal también se ha caracterizado por tener un potencial de
membrana alrededor de —85 mV, in vitro. Esta propiedad intrinseca es mediada
por la corriente de potasio de rectificacion entrante, o en inglés (Kir). Esta
conductancia de potasio por lo tanto impide que la célula permanezca
despolarizada. Este canal es bloqueado por Bario (100uM) o Cesio (3mM) lo cual
produce una despolarizacion del potencial de membrana de -84.5 +-2.3 a 67.7 +-
5.5 (Pacheco-Cano et. al., 1994; Nisenbaum & Wilson, 1995).

Canales de calcio activados por voltaje
El flujo de calcio al interior de la célula permite diversos procesos fisioldgicos tales
como: la liberacion de neurotransmisores, la generacibn de mesetas

despolarizantes, activacién de cascadas de sefializaciéon, etc (Pérez-Garci et al.,
2003. Pineda et al., 1992; Ding et. al., 2008).
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En el sistema nervioso central se han descrito diferentes tipos de canales de calcio
activados por voltaje, en inglés VGCC (voltage gated calcium channels). Estos se
han podido clasificar con base a una extensa variedad de estudios
electrofisiolégicos y farmacoldgicos. La primera clasificacion corresponde a los
canales dependientes de voltaje de bajo umbral tales como el canal T. La segunda
clasificacion incluye a canales que muestran un umbral intermedio, que sélo es el
canal R. Finalmente, la mas amplia clasificaciébn estd conformada por aquellos
canales cuya apertura estd mediada por un alto umbral de activacion. Estos son:
L, N, Py Q. En las neuronas de proyeccién del neoestriado se encuentran los
canales de calcio activados por voltaje tipo: L. N, P/ Q y R (Bargas et. al., 1994).

Canales de potasio dependientes de calcio

Experimentos en voltaje clamp, en la modalidad de fijacion de voltaje Bargas vy

cols en el afio 1999. Utilizando bloqueadores de Ca***, como cadmio (Cd***) (200-

2++

400uM) y quelantes intracelulares de Ca“" (BAPTA), revelaron la presencia de

2++

corrientes salientes sensibles a Ca“"" en las NEMs. Toxinas peptidicas con una

2++

alta afinidad a corrientes de potasio dependientes de Ca“"" (IKca) han ayudado a

identificar los componentes de la corriente saliente sensible a Cd** (10 nM de
Caribdotoxina (CBTX) o Iberotoxina (IBTX), bloqueadores especificos de canales
de potasio dependientes de calcio tipo BK, reducen un 34% del total de la

d2++

corriente saliente sensible a C ,del mismo modo 200 nM de Apamina, toxina

peptidica selectiva a canales de potasio dependientes de calcio tipo SK, muestra
una reduccién del 29% del total de la corriente saliente sensible a Cd***

al., 1999).

(Bargas et

La aplicacion de Apamina seguido de CBTX reduce aun mas la corriente saliente
sensible a Cd***. Por otra parte, el orden de aplicacién de las toxinas no muestra
ninguna alteracién de los resultados ya obtenidos. Lo cual nos indica que se trata
de dos corrientes salientes de potasio distintas que son reguladas por la entrada

de calcio al interior de la célula (Bargas et al., 1999).
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Algunos estudios que han tratado de aislar las corrientes salientes de potasio en
las NEMs, sugieren que la corriente saliente sensible a Cd*** representa un 53%
del total de las corrientes salientes (Bargas et. al., 1999). Al bloquear
simultaneamente con CBTX y Apamina se logra un bloqueo aproximado del 50%,

lo cual corresponde con el porcentaje del bloqueo dado por la aplicacién de Cd?**.

Sin embargo, dado que el Cd**

no es un blogueador muy selectivo para los
canales de calcio, no fue posible identificar que corrientes en especial se
encuentran alimentando a los canales (Kca).

Para lo anterior Vilchis C. y cols., en el 2000, utilizaron toxinas que bloquean
diferentes canales de calcio sobre las corrientes aisladas de potasio sensibles a
Cd*** Por ejemplo CgTX como antagonista de la corriente de calcio tipo N, Aga
TX blogueador de la corriente de calcio tipo P/Q, CTx MVIIC, para bloquear ambos
canales (N y P/Q) y finalmente Nitredipina como bloqueador del canal de calcio L.
Estos experimentos tuvieron conmo resultado que Unicamente las toxinas que
bloqueaban los canales de calcio tipo N y P/Q, podian ocluir la corriente sensible
a Cd** De tal modo que los canales de calcio Caw» tipo N y Cays tipo P/Q,
alimentan a los canales de potasio dependientes de calcio en las neuronas

neoestriatales (Vilchis et al., 2000).

Micro y nano dominios de los canales Kca

Como se ha mencionado anteriormente el calcio intracelular es un mensajero que
interviene en multliples procesos fisiologicos, uno de ellos es la activacion de
canales de potasio dependientes de calcio (BK y SK), para este fenomeno se ha
propuesto que los canales Kca y los canales de calcio dependientes de voltaje,
forman complejos especializados que permiten que el calcio sélo intervenga en
esta funcion especifica. Los complejos formados entre los Kca y los VGCC,
pueden ser de nanodominios (35 nm) o microdominios (>70 nm), dependiendo de
la distancia a que se encuentren entre si en la membrana celular (Fakler &
Adelman, 2008).

Por ejemplo, los canales BK forman nanodominios en las células de purkinje con

canales de calcio tipo P y Q (Edgerton et al., 2002; Womack et al., 2004), en la
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retina se forman con el canal de calcio tipo L (Grimes et al., 2009). Los canales BK
no s6lo forman nanodominios, también se ha reportado que pueden forman
microdominios, es decir su activacion responde al incremento intracelular de calcio
de una o varias fuentes, que se presume estdn a mayor distancia del canal BK
respecto a los complejos formados en nanodominios.

Por otra parte los canales SK igualmente forman nanodominios; se ha reportado
que en células piramidales disociadas de hipocampo estos complejos se forman
con el canal de calcio tipo L (Marrion et al., 1998).

Los complejos en nanodominios entre el canal SK y fuentes de calcio también se
ha dado con receptores canal, como el receptor de acetilcolina (NAChRS) y el
receptor a glutamato NMDA (Vetter et al., 1998; Florillo et al., 1998; Shah et al.,
2002; Ngo-Anh et al., 2005). Algunos experimentos con quelantes de calcio como
BAPTA y EGTA, han propuesto que los complejos entre el canal SK y las fuentes
de calcio, también forman microdominios. Dicho fenomeno es facilitado por la alta
sensibilidad al calcio que este canal tiene. Es decir, los canales SK no necesitan
estar en nanodomios para su apertura, ya que la gran afinidad al calcio les permite
ser activados con el incremento de calcio intracelular de una o varias fuentes, que
pudiesen estar alejadas de estos canales (Fakler & Adelman, 2008). En estos
ejemplos se puede notar que el la localizacion de los canales Kca en la membrana
celular, ayuda a que el proceso fisiologico que estos canales representen sea

altamente especializado.

Participacion de (IKca) en la repolarizacion del potencial de accion y el

postpotencial hiperpolarizante

Las NEMs muestran un disparo ténico regular con poca adaptacion (Galarraga et
al., 1989; Nisenbaum et al., 1994; Hernandez Lépez et al., 2000; Perez-Garci et
al., 2003; Venance et al., 2003; Galarraga et al., 2007). Conforme se prolonga el
tiempo en que se mantienen disparando estas células, se puede ver su tendencia
a espaciar mas el tiempo entre espigas de potenciales de accion. Se ha visto que

esta leve adaptacion de la frecuencia de disparo es mediada por canales de
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potasio dependientes de calcio BK y SK (Pineda et al., 1992). Estos canales se
encuentran regulando la repolarizacion del potencial de accidén y el postpotencial
hiperpolarizante (PPH). La repolarizacion del potencial de accion se encuentra
facilitada por el canal BK, mientras que en el PPH participa el canal SK (ver figura
7). Al bloquear algunos de estos canales con toxinas especificas como
Caribdotoxina o Apamina, se incrementa la frecuencia de disparo (Pineda et. al.,
1992).

El canal SK puede ser modulado por neurotransmisores como: Dopamina
(Hernadndez-Lépez et. al., 1996), acetilcolina (Stocker, 2004) y algunas hormonas
como la aldosterona (Sgrensen et al., 2008) y la somatostatina (Vilchis et al.,
2002; Galarraga et al., 1997); ésta Ultima ejerce doble modulacion, por una parte
incrementa la corriente del canal BK mientras que reduce la corriente SK
(Galarraga et al., 1997). La modulacion que los distintos neurotransmisores y
hormonas tienen sobre estos canales, se da indirectamente por medio de la accion
gue estos transmisores tienen sobre los canales de calcio que alimentan a los
canales BK 'y SK (Perez-Rosello et al., 2005) o directamente sobre los canales de
potasio (Galarraga et al., 1997; Maingret et al., 2008; Stocker, 2004).

BK SK

| 10mV
Ims APAMIN
N7
LHARTBOOTOON
OGNS T CONTROL

Figura 7. Efecto de Caribdotoxina en la repolarizacion del potencial de accién y
efecto de Apamina en el post potencial hiperpolarizante. Tomado de Pineda et al.,
1992.
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CAPITULO 4

Integracion Sinaptica

El neoestriado es la estructura que recibe todas las entradas sinapticas del circuito
de los ganglios basales, éste nudcleo recibe informacién de casi todas las areas de
la corteza cerebral (Selemon et al., 1985; Haber et al., 2000. Postuma et al.,
2006), asi como de los nucleos intralaminares del talamo (Castle et al., 2005;
Kiinzle 2006; Smeal et al., 2008; Ding et al., 2008). El NE también es inervado por
células nigrales y del nucleo del raphe (Freund et al., 1985; Waselus et al., 2006).

El 95% de las neuronas neoestriatales son de naturaleza GABAérgica y se
encuentran altamente interconectadas entre si (Tunstall et al., 2002; Koos et al.,
2004; Tecuapetla et al., 2007). Dos interneuronas del circuito también son
GABAérgicas, lo cual nos deja ver que este nucleo se distingue por ser inhibitorio.

Registros de pares de neuronas entre interneuronas y neuronas espinosas
medianas han revelado que las interneuronas Fast spiking son las que se pueden
encontrar con mayor probabilidad conectadas unidireccionalmente entre si,
seguidas de las LTS. Por el contrario, a la fecha no se ha podido registrar un par
entre gigante colinérgica y neurona espinosa mediana (Tecuapetla et al., 2007,
Gittis et al., 2010).

Las fibras corticales que proyectan al estriado hacen contactos monosinapticos
con NEMs e interneuronas (Kawaguchi et al., 1995; Mallet et al., 2005; Plotkin et
al., 2005). Sin embargo, se ha descrito que las interneuronas reciben con menor
retardo sinaptico el input cortical, de tal manera que cuando una NEM recibe un
comando cortical, esta célula se encuentra integrando informacion excitatoria por
parte de corteza e inhibitoria por parte de colaterales axdénicas de NEMs e
interneuronas.

En sintesis, la neurona de proyecciéon de este nucleo (NEM) lleva a cabo un

complejo proceso de integracibn sinaptica compuesto de multiples
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neurotransmisores y neuromoduladores (ver figura 8), que una vez integrados se
proyectan hacia los nucleos de salida del circuito de los ganglios basales (Globo
palido y Sustancia nigra reticulada) a través de sus respectivas vias “directa e

indirecta”.

Dendrita de NEM

Neurona Piramidal
B NEM D1 (GABA)

SN B NEM D2 (GABA)
N2 4‘3 B Interneurona (GABA)

linterneurona (ACh)

- SNc (Dopamina)

Figura 8. Esquema de la compleja integracion sinaptica de la neurona
neoestriatal. A. Espina dendritica y los diferentes neurotransmisores y
neuromoduladores que inervan a las NEMs. B. Representacion en color de los
diversos neurotransmisores y moduladores que simbolizan las diferentes
aferencias neoestriatales.

Registros en vivo

Registros intracelulares en vivo han mostrado que las neuronas neoestriatales
tienen cambios periddicos entre un estado en la membrana hiperpolarizado y otro
despolarizado (Wilson & Groves, 1981; Wilson & Kawaguchi, 1996). EIl estado
hiperpolarizado “Down state” se caracteriza por tener un potencial de membrana
muy similar al de reposo de estas células (de -94 a -61 mV), con pequefios
cambios de voltaje como resultado de las diversas entradas sinapticas

espontaneas.
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El estado despolarizado tiene un potencial de membrana de -45 mV, que puede o
no tener potenciales de acciéon en forma de burst o rafagas, esta propiedad

neoestriatal es también conocida como el “Up” state (ver figura 9).

En estudios realizados In vitro en estas neuronas se ha reportado que no
muestran dichas transiciones espontdneamente, a menos que sean estimuladas
por la corteza (Vergara et al., 2003; Flores-Barrera et al., 2009; 2010) o que se
suministre un agonista de receptores tipo NMDA.

De acuerdo con la literatura actual, la actividad biestable de estas neuronas que
se ha estudiado en animales en vivo y en experimentos in vitro, son el resultado
de la interaccidon entre las aferentes glutamatérgicas de corteza y talamo (Wilson
& Kawaguchi, 1996; Stern et al., 1997) y las propiedades intrinsecas que estas

neuronas tienen en respuesta a dicha aferencia.

Experimentos in vitro han sefialado que el potencial de membrana en estas
condiciones es alrededor de -85 mV (Nisenbaum & Wilson, 1995), lo cual es un
potencial de membrana muy similar al que se tiene durante un Down state
registrado en animales en vivo; Cabe sefalar que en este fendmeno es
fundamental la participacién del canal de potasio KIR, ya que esta conductancia
ayuda a mantener a estas células en un potencial de membrana hiperpolarizado
(Nisenbaum & Wilson, 1995).

Las transiciones en el potencial de membrana de estas células tienen un gran

significado funcional, ya que el “UP” y “Down state” son el cédigo que subyace a

los procesos funcionales que el circuito de los ganglios basales lleva a cabo.

20



Corticostriatal cell

:

g

g

number of events

g

ANy

0 . L
45 my 0 60 50 40

membrane potential (mV)

| 20mV
Figura 10. Ejemplo de “Up y Down state”. Tomado de Stern et al., 1997

Registros in vitro

Vergara y cols. en el 2003, al dar un tren de pulsos en la corteza sensoriomotriz,
lograron ver el UP y Down state in vitro (figura 10). Estos experimentos muestran
gue los canales AMPA/Kainato junto con el receptor NMDA es fundamental para
las oscilaciones neoestriatales. Los canales AMPA/Kainato proveen de cierta
despolarizacion a la membrana para que el receptor NMDA pueda ser activado. La
sinergia de estas dos conductancias desencadenan mecanismos intrinsecos que

hacen posible el Up state de las neuronas espinosas medianas.

En estos experientos cuando se aplicOo NMDA al sistema de perfusion, un Gnico
choque eléctrico de estimulacion en corteza fue necesario para presenciar las
oscilaciones neoestriatales. Por otra parte cuando se aplicé el bloqueador de
NMDA (AP5), esta respuesta quedd abolida. Estos experimentos sugieren que la
estimulacion supraumbral puede ser capaz de activar los receptores AMPA/
Kainato y NMDA, y de esta forma producir una meseta despolarizante que anticipa

al UP y Down state.
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Figura 10: UP y Down state in vitro. (A) Rebanada sagital de cerebro de roedor
gque preserva las fibras cortico-estriatales (C-F). Se puede apreciar las
caracteristicas de la transicion bifasica in vitro. Tomado de Vergara et al., 2003.

Los receptores AMPA son necesarios para la iniciacion de la respuesta cortico-
estriatal, sin embargo no lo son para el mantenimiento de la actividad biestable. El
mantenimiento y amplificacion de esta respuesta se debe a la participacion del

canal de calcio tipo L (Vergara et al., 2003; Pérez-Garci et al., 2003).
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De acuerdo a lo anterior se puede plantear que, las fibras glutamatérgicas
provenientes de la corteza cerebral activan el receptor-canal NMDA, el cual induce
mecanismos intrinsecos de las neuronas espinosas medianas, como la activacién
del canal de calcio tipo L y canales de potasio, que hacen posible dicha actividad
biestable (Wilson & Kawaguchi, 1996; Stern et al., 1997; Vergara et al., 2003).

En rebanadas que preservan conexiones cortico-estriatales se ha podido ver que
un solo choque de estimulacion cortical es capaz de inducir una meseta
despolarizante acompafiada de potenciales de accién en neuronas neoestriatales
(Kita et al., 1985; Kita et al., 1996; Bargas et al., 1991; Vergara et al., 2003). Esta
respuesta es consecuente de aferentes glutamatérgicas provenientes de corteza
gue hacen contactos monosinapticos en espinas dendriticas de NEMs (D1 y D2) e
interneuronas estriatales (Kitai et al., 1976; Kawaguchi et al., 1995; Flores-Barrera
et al., 2009).

Recientemente con la ayuda de ratones transgénicos (bacterial artificial
chromosome, BAC) que expresan la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el
control del promotor del receptor de dopamina D1 6 D2. Se ha podido diferenciar
claramente que la integracidn sinaptica cortico-estriatal de las neuronas
pertenecientes a la via directa (NEM D1) difiere de las células que conforman la
via indirecta (NEM D2) esto se puede apreciar claramente en la figura 11 inciso
A,B (Flores-Barrera et al., 2010).

Comparando la respuesta supraumbral en NEM D1 y NEM D2, las neuronas D1
tienen una duracién a la amplitud media en promedio de 250 £ 9 ms, mientras que
las neuronas D2 tienen un promedio de 124 + 13 ms. Esta diferencia se pudo
presenciar desde amplitudes subumbrales (inciso D figura 11), en donde las NEM
D1 tuvieron una duracién de 29 £+ 3 ms y las D2 de 19 + 2 ms.

Las diferencias entre estos dos tipos celulares fueron consistentes con el area
bajo la respuesta cortico-estriatal, las células estriato-nigrales tuvieron un valor

promedio de 10,546 £ 33 mV*ms en contraste con las neuronas estriato-palidales,
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las cuales tuvieron un area de 5,987+ 427 mV*ms, incremento significativamente
mayor. Estas mediciones se muestran graficamente en los incisos F,G y H de la

figura 11.
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Figura 11. Diferencias en la integracion sinaptica cortico-estriatal de las NEMs
A,B. Estimulacion supraumbral, en rojo la NEM D1 y en verde la NEM D2, estas
respuestas fueron obtenidas de BAC eGFP D1y D2. C,D. Area bajo la respuesta
sinaptica y Duracién a la amplitud media. F-H. Resumen de las medidas sinapticas
en forma de histograma. E 1-2. Trazos amplificados a un menor barrido, el cual
ilustra la frecuencia de disparo. 3. Potencial autorregenerativo de calcio
caracteristico de las NEMs D2. |. Histograma de la frecuencia de disparo. Tomado
de Flores-Barrera et. al., 2010.
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Otra diferencia entre estas células es la frecuencia de disparo, siendo que en
respuesta a la estimulacion supraumbral tienen una frecuencia de 138 + 8 Hz vs.
258 + 11Hz para D1y D2 respectivamente. Ademas de alcanzar frecuencias mas
altas, las neuronas de la via indirecta se han caracterizado por tener potenciales
autorregenerativos de calcio, en vez de generar breves trenes de potenciales de
accion al inicio de la respuesta (figura 11, numero 3) (Kita et al., 1985; Bargas et
al., 1991; Flores-Barrera et al., 2010).

Es ampliamente sabido que las neuronas estriatales reciben contactos inhibitorios
por parte de colaterales axénicas de NEMs y de interneuronas (Tunstall et al.,
2002; Koos et al., 2004 Tecuapetla et al., 2007). Recientemente se mostrd que la
integracion GABAérgica de las neuronas estriato-palidales difiere de las estriato-
nigrales (Flores-Barrera et al., 2010).

En las neuronas D1 la participacion GABAérgica tiene una accion dual (Figura 12
inciso A, B). Al bloquear el receptor GABA, con bicuculina (10 uM), la respuesta
inicial de la integracion sinaptica cortico-estriatal se incrementa en amplitud y
frecuencia de disparo, mientras que la meseta despolarizante caracteristica de
este tipo neuronal es disminuida. Estos experimentos siguieren que el componente
GABAérgico al inicio de la respuesta restringe la despolarizacion inicial. Y en la
parte tardia, ayuda a incrementar y mantener la meseta despolarizante. El area
bajo la respuesta supraumbral se increment6 un 28% al inicio y disminuyo el 25%
durante la meseta después de bloquear los receptores GABAérgicos con

bicuculina.

De manera contrastante las neuronas D2 (Figura 12 inciso E, F) quedan mas
despolarizadas a lo largo de toda la respuesta sinaptica en presencia de
bicuculina. Por lo tanto, el area bajo la respuesta sinaptica se increment6 un 76%
de manera uniforme. En estas células el bloqueo del canal GABA, también

repercutié en el incremento de la frecuencia de disparo, de tal forma que en estas
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células el GABA ayuda a reducir la excitabilidad intrinseca y el niumero de
potenciales de accion.

Estudios previos, tambien han encontrado diferencias fisiologicas entre estos dos
grupos neuronales (NEMs D1 y D2) como, la probabilidad de liberacién, la
capacidad para generar plasticidad de largo plazo, frecuencia de disparo distinta,
actividad espontanea, etc (Kreitzer & Malenka, 2007; Cepeda et al., 2008; Ade et
al., 2008). Sin embargo, a la fecha no se habia encontrado la manera de
evidenciar la identidad de las neuronas neoestriatales (D1 o D2) durante un
experimento electrofisioldgico, tal como lo proponen los experimentos previamente
reportados (Flores-Barrera et al.,, 2010). La diferencia en la respuesta
corticoestriatal entre las NEMs, ha sido confirmada en rebanadas de cerebro de
ratas, utilizando doble marcado (intracelular e inmunocitoquimico) para identificar
el péptido de expresion en neuronas de la via directa e indirecta (Flores-Barrera et
al., 2010).
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15 mV
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Kucune + bicuculline

superimposition superimposition

A =0 % A
Figura 12. Diferente contribucion GABAérgica en las neuronas espinosas
medianas. (A,E) Respuesta sinaptica supraumbral cortico-estriatal para NEM D1y
NEM D2. (B,F) Respuesta sinaptica después de la adicion de 10 uM de bicuculina.
(C,G) Sobreposicion de los registros controles y experimentales. Tomado de
Flores-Barrera et al., 2010.
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CAPITULO 5

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Antecedentes

Hasta ahora las neuronas espinosas estrionigrales y estriopalidales (via directa e
indirecta) se han descrito como una poblacién electrofisiologicamente homogénea.
Similares en numero e indistinguibles en tamafo, forma y propiedades
electrofisiolégicas béasicas. El mayor obstaculo para conocer sus diferencias ha
sido la dificultad para distinguirlas.

Actualmente estas neuronas se pueden estudiar in vitro por separado, en el raton
transgénico BAC (bacterial artificial chromosome), el cual expresa una proteina
verde fluorescente en las regiones promotoras del receptor dopaminérgico D1 6
D2.

Estudios previos al uso de ratones BAC EGFP-D1 y EGFP-D2 no han encontrado
diferencias en las propiedades electrofisiolégicas entre las neuronas de la via
directa e indirecta que permitan identificarlas durante su registro. Ambos tipos
neuronales presentan un disparo toénico, regular y con poca adaptacion,
resistencias de entrada, valores de capacitancia similares y un potencial de
membrana en reposo hiperpolarizado (Bargas et al., 1989; Nisenbaum et al., 1994;
1995; Venance & Glowinski, 2003; Cepeda et al., 2008; Day et al., 2008; Gertler,
2008).

Sin embargo, el antecedente mas importante de este proyecto de investigacion es
el haber observado por primera vez diferencias radicales en la integracidon
sinaptica cortical de las neuronas espinosas medianas que conforman la via

directa y la via indirecta (Flores-Barrera et al., 2010).
Las diferencias en las respuestas cortico-estriatales se observan en los

componentes tempranos Yy tardios de la trayectoria del voltaje, la duracion de las

respuestas sinapticas de las neuronas pertenecientes a cada via, el area bajo la
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respuesta sinaptica y frecuencia de disparo. Sin embargo, la distinta integracion
GABAérgica en cada una de las neuronas de proyeccidén previamente estudiada
(figural2), no explica totalmente el curso temporal tan diferente que tienen las
NEMs D1 y D2. De tal forma que se desconoce si existen diferencias intrinsecas
en estas neuronas que determinen sus diferencias en la respuestas

corticoestriatales.

En la figura 13 se muestran las respuestas sinapticas para NEM D1 y NEM D2
identificadas por medio del raton transgénico BAC eGFP D1. Las respuestas
fueron obtenidas con un sélo estimulo (cabeza de flecha) en la corteza cerebral
(con intensidades crecientes hasta alcanzar una respuesta supraumbral), en esta
figura se pueden ver las diferencias en la integracion sinaptica de cada tipo

celular.
“' EGFP-D1 (+)
/ /\\
. ,_\\
-80 mV.J > \\“““‘*“W 25pum
A
EGFP-D1 (-)
1SmV|
\\ 100 ms
80 mV \‘

A

Figura 13. Respuesta sinaptica a la estimulacién Cortico-estriatal (Flores Barrera
E & Vizcarra Chacon B 2010). La respuesta en rojo corresponde a la neurona
perteneciente a la via directa (D1) eGFP (positivo) y la respuesta en azul
representa a la neurona de la via indirecta (D2) eGFP (negativo). A la derecha de
la figura se puede observar su inmunocitoquimica: en rojo la célula registrada y en
verde la proteina verde fluorescente (eGFP) expresada bajo el promotor D1.
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Hipotesis

Dado que la diferencia en la respuesta cortico-estriatal observada en las neuronas
de proyeccién de la via directa e indirecta (Flores-Barrera et al., 2010), se refleja
principalmente en la duracion y amplitud de las respuestas y dado que, estos
parametros se encuentran estrechamente ligados a la fase de repolarizacién del
evento sinaptico creemos que:

La participacion de las conductancias de potasio dependientes de calcio presentes
en estas neuronas (tipo BK y SK), es distinta y determinante en la integracion
sinaptica cortico-estriatal de las neuronas de proyeccion de las vias directa e

indirecta.

Objetivos

General:
Estudiar la participacion de las conductancias de potasio dependientes de calcio

(tipo BK y SK) en la integracion sinaptica cortico-estriatal.

Particulares:
Determinar la proporcion y el curso temporal de la participacion de la corriente de
potasio tipo BK en la respuesta sinaptica cortico-estriatal de las neuronas de la via

directa e indirecta.
Determinar la proporcion y el curso temporal de la corriente de potasio tipo SK

durante la respuesta sinaptica cortico-estriatal de las neuronas de la via directa e

indirecta.
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Método

En esta tesis se utilizaron ratones transgénicos BAC eGFP (D1), los cuales
expresan proteina verde fluorescente bajo el control del promotor de los
receptores a dopamina de la familia D1. Estos animales permitieron identificar a
las neuronas de la via directa eGFP (D1) positivo, de aquellas que pertenecian a
la via indirecta eGFP (D1) negativo (Flores-Barrera et al., 2010; Heintz, 2001;
Matemales et al., 2009). Los ratones utilizados, fueron ratones adultos (60 a 90
dias de edad) previamente genotipificados como positivos a eGFP (D1) por medio
de la técnica de reacion en cadena de la polimerasa (PCR) o polymerase Chain

Reaction.

También se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 160 gr, que equivale al
peso de ratas adultas (PD60). Se ha reportado que en la integracion sinaptica
cortico-estriatal no hay diferencias entre estas dos especies (Flores-Barrera et al
2010).

Los experimentos para la relacion intensidad de corriente vs frecuencia de disparo
y aquellos en donde se realizO el protocolo de integracién sinaptica para
corroborar que no habia diferencia entre células de rata y raton fueron realizados
en cerebros de rata adulta. Una vez confirmada la respuesta, los experimentos
restantes en donde se estudié la participacion de los canales BK y SK en la
integracon sinaptica cortico-estriatal, fueron realizados con el ratén transgénico
BAC eGFP D1.

Obtencion de rebanadas

Se utilizaron rebanadas sagitales de 300 um de grosor, de cerebros de ratones
transgénicos BAC eGFP (D1) o ratas de la cepa wistar adultos, ambos del sexo
masculino. Para su obtencidn, se decapité al animal previamente anestesiado con
ketamina/xylacina. Una vez extraido el cerebro, se sumergié en liquido
cerebroespinal artificial (LCA) a 4°C, constituido (en mM) 127.5 NaCl, 3 KCI, 25
NaHCO3; 2CaCl,, 1 MgCl, y 11 de glucosa (pH 7.4 300mOsm/1). Esta preparacion
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fue burbujeada continuamente con una mezcla de 95% de 0, y 5% de CO;
(carbbgeno), el cerebro permanecio en esa solucion por 1 minuto antes de quitarle

el cerebelo y bulbo olfatorio.

Después se procedio a separar los dos hemisferios mediante un corte sagital por
la linea media y luego se peg6 con cianocrilato en el piso de una caja de petri
colocada en un vibratomo (PELCO 101), habiendo hecho lo anterior, la caja de
petri se llen6 con (LCA) burbujeado con 95% de 0,y 5% de CO, para obtener las
rebanadas sagitales donde el nucleo neoestriado dorsal estuviera presente,
posteriormente las rebanadas fueron incubadas en (LCA) con carb6geno por 1
hora a temperatura ambiente para su recuperacion. Finalmente las rebanadas se
colocaron en la camara de registro y se perfundieron a una tasa de 1ml/minuto a

una temperatura de 33 a 35°C.
Registros Electrofisiologicos

Para los registros intracelulares se emplearon microelectrodos de vidrio
(borosilicato Frederick Haer & Co, Bowdoinham ME) llenados con acetato de
potasio 3M como conductor de corriente y biocitina al 1% para marcar las células

registradas.

Los electrodos fueron elaborados con un estirador de micropipetas horizontal
(Sutter Instruments Co P-87), la resistencia de los microelectrodos se mantuvo en
un rango de 80 a 120 MQ.

La sefal registrada fue amplificada con un sistema de amplificacion de alta
impedancia, acoplado a un puente activo de Wheatstone (Neuro Data, Cygus

Technology, inc.Delawere Water Gap, Pa) los registros se digitalizaron a 40 kHz.

Durante cada experimento la sefial electrofisiolégica se monitore6 con un
osciloscopio (Nicolet 310, Madison WI.) y se balanceé el puente de Wheatstone
para quedar con los desplazamientos de voltaje dados por la resistencia de

entrada de la neurona.
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A través del electrodo de registro se inyectaron pulsos rectangulares de corriente
de duracion y amplitud variable generados por un estimulador (Grass instruments
S88, Quincy MA), la intensidad y duracion de los estimulos fueron controlados
mediante una unidad de aislamiento (Digitimer LTD, DS2A).

Por medio de un electrodo bipolar concéntrico (50um) colocado sobre la corteza
cerebral region sensoriomotriz de la rebanada de cerebro del ratén, se aplic6 un
choque breve de voltaje de intensidad variable (8-30 V) a una frecuencia de 0.1Hz
producidos por un estimulador (Grass instruments S88, Quincy MA). La intensidad
fue controlada mediante una unidad de aislamiento (Digitimer LTD, DS2A).

Una vez que se obtuvo el empale de la NEM, se asegurd que la célula no
presentara evidencia eléctrica de dafio celular y que su patron de disparo tuviera
las caracteristicas de una neurona de proyeccion neoestriatal. En estas

condiciones el potencial de reposo registrado fue de -85 +/- 5 mV.
Cada experimento consto basicamente de dos fases:

1.- Fase control: los protocolos experimentales se realizaron en ausencia total de
farmacos a una temperatura de 33-35 °C y un potencial de mantenimiento de -85
mV para el protocolo de la relacion intensidad de corriente-voltaje (V) y -80 mV

para la respuesta cortico-estriatal (sinaptico simple SS).

2.- Fase experimental: Los experimentos (IV) y (SS) se repitieron en las mismas
condiciones, en presencia de los bloqueadores de canales de potasio: Apamina
(100 nM) y Caribdotoxina (20 nM). Blogueadores de la corriente SK y BK
respectivamente. Los farmacos se agregaron al medio de perfusion vy
permanecieron difundiéndose por lo menos 15 min, antes de iniciar la segunda
fase experimental. Los farmacos fueron preparados al momento del experimento a
partir de alicuotas que contenian la cantidad precisa para cada experimento, los

stocks se mantuvieron en congelacion para su preservacion.
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El protocolo de la relacion intensidad de corriente-voltaje (IV), se llevdé a cabo
dando pasos de corriente despolarizante e hiperpolarizante en el soma de la célula
registrada, hasta alcanzar su umbral de disparo y la generacién de varios

potenciales de accion.

La respuesta cortico-estriatal se obtuvo estimulando en la corteza por medio de
un electrodo concéntrico bipolar de 50 micras de diametro y registrando en
neuronas neostriatales (Figura 14, E y R), se utilizaron diferentes intensidades de
estimulacion hasta sobrepasar el umbral de disparo y obtener una respuesta
supraumbral que permitié distinguir claramente el tipo de neurona de proyeccion

registrada (ver figura 13).

Hipocampo

Il Neurona Piramidal
I NEM D1

B NEM D2
B |nterneurona

eoestriado

Figura 14. Esquema de los componentes del circuito neoestriatal y ensamble
experimental. El electrodo de estimulacion (E) situado en la capa 5 de la corteza
cerebral y el electrodo de registro (R) dentro del neoestriado dorsal. La neurona
piramidal que inerva el circuito estriatal se muestra en color negro; En rojo se
representa la neurona de la via directa (D1); y en verde la neurona de la via
indirecta (D2). La neurona en azul representa a las interneuronas estriatales.
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Marcado intracelular

Para el marcado de las células registradas se utilizé biocitina (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) al 1%, contenida en el microelectrodo de registro; Una vez finalizado el
registro electrofisioldgico, se inyecté la biocitina por medio de un amplificador
Neurodata amplifier dando pulsos de corriente positiva y negativa en un rango de
0.25 a 5 nA durante 15 minutos.

Posteriormente, las rebanadas fueron fijadas en paraformaldehido al 4 % por al
menos 1 hora, después se coloco la rebanada durante 10 minutos en KPBS 1X
para retirar el exceso de fijador, al terminar el lavado, las rebanadas se incluyeron
en agar al 7% y posteriormente se obtuvieron cortes sagitales de 50 um de
espesor en presencia de KPBS por medio de un vibratomo, a continuacion se
incubaron las rebanadas en 500ul de PBS 1X-Triton con CY-3 estreptavidina
1:100 (Vector, Burlingham, CA, USA) que se fija con alta afinidad a la biotina,
contenida en la biocitina, el periodo de incubacion fue de por lo menos 4 horas a
temperatura ambiente, esta tincion permite observar la morfologia somato-

dendritica de las NEMs registradas.

La visualizacion de doble o triple marcado (biocitina — GFP y/o SP/ENK) se llevo a

cabo con un microscopio confocal Olympus fluo view FV 1000.

Farmacos

Apamina (100 nM) Bloqueador de canales SK

Obtenidos por: Alome labs

Caribdotoxina (10 nM) Bloqueador de los canales BK

Obtenidos por: Alome labs
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Procesamiento de datos

Los datos obtenidos fueron digitalizados y trasferidos a una computadora PC
mediante uso de programas disefiados en el laboratorio en el ambiente LabView
(National instruments, Austin TX), los datos digitalizados fueron analizados y
graficados en el programa (Origin V 7.0; Microcal TM, Northampton MA), las

figuras fueron realizadas en el programa Adobe lllustrator versién 10.
Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos se parearon, es decir, que en cada neurona registrada
se compararon las respuestas en condicion control y en condicion experimental.
Para lo anterior se utilizé la prueba no paramétrica de rangos asignados: T de
Wilcoxon de dos colas (Siegel y Castellan 1995; Systat V.7. SPSS inc Chicago IL).
Tambien se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, para analizar las

diferencias entre grupos neuronales.

CAPITULO 6
RESULTADOS

Caracter_i,zacién electrofisiolégica de las neuronas neoestriatales de
proyeccion

Relacion corriente voltaje.

Para esta tesis se registraron un total de 70 neuronas en el estriado dorsal (figura
15C, zona azul), obtenidas de cerebros de ratas y ratones BAC eGFP las cuales
exhibian caracteristicas propias de neuronas de proyeccion (Bargas et al., 1989;
Pineda et al., 1992; Nisenbaum et al., 1994; 1995; Venance & Glowinski, 2003;
Cepeda et al.,, 2008; Day et al., 2008; Gertler, 2008). Estas neuronas al ser
estimuladas en el soma con escalones de corriente despolarizantes e
hiperpolarizantes de intensidad creciente (figura 15 A), presentan un retardo en la
generacion del primer potencial de accién, este retardo tiene la forma de una
rampa despolarizante de varios cientos de milisegundos (figura 15 B, trazo negro

despolarizante).
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También es caracteristico su patron de disparo ténico regular y con poca
adaptacion (trazo azul fig.15 B), en cuanto a la respuesta de estas neuronas a
pulsos de corriente hiperpolarizantes se puede observar cierta oposicion del
voltaje a la hiperpolarizacion (figural5 D), esto debido al rectificador entrante
(Galarraga et al., 1996). También se distingue en estas neuronas su potencial de
membrana hiperpolarizado, alrededor de los -85 mV y una resistencia de entrada
aproximada a los 55 MQ.

En la figura 15 D se observa la relacion corriente inyectada vs voltaje registrado,
obtenida de los registros (trazos mostrados en fig. 15 A,B), la relacién corriente vs
voltaje es no lineal y es similar en ambos tipos de neuronas de proyeccion del
neoestriado (Galarraga et al., 1994; Shen et al., 2007; Cepeda et al., 2008).

_ | [T~

05nA |
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B D

-40 4 RMP=-86 mV
o RN=81MQ.
-60 4

15mV 701

-80 <

Voltaje(mV)

-90

-100 4
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-110 9

L v L Y L] L) v
-1.0 0.8 -06 -04 -02 00 02 04 0.6
Corriente(nA)

Figura 15. Identificacion electrofisiolégica de las neuronas espinosas medianas.
(A) Corriente inyectada en el soma (nbétese que es de mayor intensidad la
corriente hiperpolarizante) (B) Trayectoria de voltaje en respuesta a la
estimulacion somatica subumbral (trazos grises), umbral (trazo negro) y
supraumbral (trazo azul) (C) Esquema de la zona de registro, el Neoestriado
dorsal se encuentra sombreado en azul, Tomado de Ding et. al., 2008. (D)
Relacion corriente voltaje o curva IV. Observe las propiedades no lineales de estas
neuronas.
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Frecuencia de disparo de las neuronas de proyeccion

Como se ha mencionado en los capitulos anteriores, las neuronas de proyeccion
neoestriatales se han podido separar en dos grandes familias de acuerdo a su
expresion de péptidos (SP, ENK y dinorfina), receptores (D1 o D2) y nucleos de
proyeccion fuera del estriado (GPi/SNr) y (GPe), via directa e indirecta
respectivamente. Sin embargo, hasta ahora solo se ha descrito mayor
excitabilidad en las neuronas de la via indirecta (Shen et al., 2007)

La siguiente figura (16) muestra la relaciéon entre la intensidad de corriente y la
frecuencia de disparo de una neurona estriato-nigral y otra estriato-palidal ambas
obtenidas de cerebros de ratas adultas e identificadas con sus respectivos
péptidos (SP + y ENK +). Las dos neuronas presentan un disparo tonico, regular y
con poca adaptacion, esto se puede notar en la estimulacion mas baja (registros
superiores). En la medida que se dan pasos de corriente mas despolarizados, se
puede ver que los Ultimos potenciales de accion presentan mayor espacio
interespiga, dicho fenOmeno se da por la activacion de canales de potasio
activados por el calcio que permed durante los primeros potenciales de accion
(Pineda et al., 1992). Cabe mencionar que las neuronas de la via indirecta
presentan una frecuencia inicial mayor que las neuronas de la via directa (fig.16 F
cuadros), a pesar de alcanzar frecuencias finales y totales similares (graficas con
triangulos y circulos). En general ambas neuronas muestran frecuencias y modo

de disparo similar.
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Figura 16. Relacion intensidad de corriente vs frecuencia de disparo en NEM D1y
D2. (A,D) Frecuencia de disparo en respuesta a distintas intensidades de
estimulacion para NEM D1 y D2. En las frecuencias mas altas se puede ver una
ligera adaptacion. (B,E) Pasos de corriente despolarizante aplicados en este
protocolo. Las neuronas se fijaron a un potencial de mantenimiento de -60 mV.
(C,F) Muestra la relacion, intensidad de la corriente vs frecuencia de disparo
inicial, final y total parala NEM D1y D2.
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Integracion sinaptica cortico-estriatal

La rebanada sagital que comunmente se ha utilizado en experimentos in vitro para
estudiar las proyecciones cortico-estriatales, preserva muy bien las fibras
corticales que inervan el estriado (Flores Barrera et al., 2009), en esta preparacion
varios grupos de investigacion han hecho aportaciones al campo (Kita et al., 1985,
Kita et al., 1996; Bargas et al., 1991; Vergara et al., 2003); No obstante, en su
mayoria la exploracién experimental que han hecho ha sido a nivel subumbral y
umbral (Smeal et al., 2008; Ding et al., 2008;) y so6lo en algunos casos
supraumbral (Bargas et al., 1991; Flores-Barrera et al., 2009; 2010).

Recientemente, Flores-Barrera y cols. 2010, por primera vez lograron ver
diferencias electrofisiologicas en la integracion sinptica cortico-estriatal de las
neuronas identificadas de la via directa respecto a las de la via indirecta, a un nivel
supraumbral de despolarizacion (Ver figura 11), lo cual permite saber durante un
experimento electrofisioldgico, si la neurona registrada es estriato-nigral o estriato
palidal, dato que anteriormente sélo se podia obtener off line, es decir al término
del experimento por medio de inmunocitoquimica o recientemente con ratones
transgénicos BAC eGFP D1 o D2 (Gerfen, 2006; Matamales et al., 2009). Esta
respuesta en la presente tesis, se ha podido reproducir fielmente y ha sido
confirmada con ratones transgénicos BAC eGFP D1 y neuronas de ratas adultas
identificadas con sus respectivos neuropéptidos SP/ENK, “via directa e indirecta”

respectivamente (Ver figura 17).

Por medio de un electrodo bipolar concéntrico con punta de lapiz de 50 um de
diametro, se estimulé la corteza cerebral en la regiébn sensorio-motora con
choques de 0.1lms a intensidades crecientes hasta alcanzar una activacion
supraumbral en la neurona de registro (Figura 17 B, G, D e I). Los pasos de
estimulacién permiten distinguir la activacion subumbral, umbral y supraumbral
(trzos en color) dejando clara la diferencia en la integracion sinaptica cortico-

estriatal que tienen las neuronas de la via directa e indirecta.
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En este trabajo se realizaron experimentos en ratas adultas y ratones BAC eGFP

D1, en la figura 17 se puede observar que no hay diferencias en la respuesta

sinaptica cortico-estriatal en las distintas especies de roedores (inciso B vs G para
NEM D1y D vs | para NEM D2).
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Figura 17. Diferente integracion sinaptica en NEMs D1 y D2. (A) Esquema del
protocolo de estimulacion y registro. (B) Integracion sinaptica cortico-estriatal de la
NEM D1 de rata adulta, se puede observar la respuesta a intensidades crecientes
de estimulacién. En rojo se muestra la respuesta umbral y supra umbral méaxima,
en gris las respuestas subumbrales y supraumbrales. (C) inmunocitoquimica de la
neurona registrada, la cual corresponde a una neurona inmunoreactiva a sustancia
P (D) Integracion sinaptica cortico-estriatal de la NEM D2 de rata adulta, los trazos
en color verde corresponden a la respuesta umbral y supraumbral maxima. En gris
se representan las respuestas subumbrales y supraumbrales. (E)
Inmunocitoquimica de la célula registrada ENK positiva. (F) Esquema de la
compleja integracién sinaptica que las NEMs realizan. (G) Registro de la respuesta
sindptica cortico-estriatal de una NEM D1 en ratén eGFP D1. (H) Colocalizacion
de la NEM D1 registrada y GFP. (I) Registro de la respuesta sinaptica cortico-
estriatal de una NEM D2 en ratén eGFP D1. (J) Reconstruccion anatomica de la
neruona registrada, en esa foto se puede apreciar que la GFP, no colocaliza con la
neurona. La cabeza de flecha al pie de las respuestas sindpticas indica el
momento de la estimulacion. La barra en color blanco de los incisos E y C,
representa la escala (15 um), las de los incisos Hy J, es equivalente a (30 um).

Participacion de los canales BK en la integracion sinéptica cortico-estriatal
de las NEMs D1y D2

En la primera serie de experimentos se evalud la participacion de los canales BK
en la integracion sinaptica cortico-estriatal, en la figura 18 se muestran las
respuestas supraumbrales cortico-estriatales de una NEM D1 (A) y una NEM D2
(F) en condicion control. En la misma figura (B y G) se muestran estas respuestas
después de agregar 20 nM de caribdotoxina (bloqueador especifico de los canales
BK). Ambos registros se sobreponen para su mejor comparacion en (C y H). En
los dos casos el bloqueo de los canales BK incrementé el area bajo la respuesta
sinaptica, las NEM D1 (n=6) en condicion control tuvieron en promedio un area en
(mV*ms) de 10, 993 + 1,130 como error estandar vs 14, 323 + 1,153 (mV * ms)
después del blogueo del canal BK. Esta medicion se obtuvo con la integral de
milivoltios x milisegundos (mV * ms) de la respuesta sinaptica. Valores

estadisticamente significativos p < 0.05.
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Para las NEM D2 (n=6), en condicion control se obtuvo en promedio un area bajo
la respuesta sinaptica de 7, 448 + 458 como error estandar, vs 10, 500 £ 817 (mV
*ms) en condicidon experimental p < 0.05. El porcentaje del incremento en el area
bajo la respuesta sinaptica fue mayor para las neuronas de la via indirecta 40%,
respecto a las neuronas de la via directa, en las cuales sélo se incrementd un
30%, p = 0.05. En la Figura 18 inciso E, se muestra un histograma que resume

esta informacion.

Para tener una aproximacién de la cinética de activacion de los canales BK en la
respuesta sinaptica, se llevé a cabo una resta digital de los trazos sinapticos en
condicion control y los trazos en presencia de la toxina, en esta medicion se
encontré sorprendentemente que las las NEM D1 difirieron de las NEM D2 en
proporcion de la corriente de los canales BK, durante la respuesta corticoestriatal.
Esto se puede ver claramente en la figura 18 (inciso D e 1), donde se muestra que
el componente sensible a caribdotoxina es diferente en cada una de ellas.

En la misma figura se puede notar que la participacion del canal BK en las NEM
D2 se da durante todo el evento sinaptico, con mayor amplitud al inicio de la
respuesta y con un decaimiento rapido durante los primeros 150 ms, al final del
evento sinaptico la participacién de esta conductancia es casi nula. Ademas, dicha
activacion se da casi de forma inmediata al inicio de la estimulacion cortical. El
momento de estimulacion queda esquematizado en la figura 18 incisos C y H. Por

la cabeza de flecha negra.

En contraste, en las NEM D1, la coriente BK se activa poco al inicio de la
respuesta sinaptica, teniendo mayor amplitud después de los 300 milisegundos de
haber iniciado el evento sinaptico y perdura hasta el término del mismo.

A pesar de observarse un incremento en la frecuencia de disparo al inicio de la
respuesta, es de resaltar que en estas células ésta conductancia participa sobre
todo en la repolarizacion de la meseta despolarizante que precede a los

potenciales de accion (Inciso D, figura 18).
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Dado que en ambas neuronas de proyeccion (estriatonigrales y estriatopalidales)
el canal BK participa en la repolarizacion de la respuesta ortodromica cortico-
estriatal, se midi6 la duracion del evento a la amplitud media en condicion control

VS experimental.

En este parametro se encontr6 que las NEM D1 tuvieron una duracion en
condicién control promedio de 394 + 43 ms, como error estandar vs 591 + 82 ms
p < 0.05 (n=6), en condiciébn experimental para la respuesta supraumbral. En
contraste, las NEM D2 en ausencia del farmaco tuvieron una duracién promedio
de 211 + 78 ms y en presencia de caribdotoxina se obtuvo una duracién promedio
de 351 £ 18 ms P < 0.04 (n=6). Lo anterior representa un incremento en la
duracion a la amplitud media del 49% para NEM D1y 66% para las NEM D2 p <
0.05. Esto se puede ver resumido en el histograma de la figura 18, inciso J.
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Figura 18. Partcipacion del canal BK en la integracion sinaptica cortico-estriatal.
(A,F) Respuesta supraumbral control para NEMs D1 y D2 respectivamente. (B,G)
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Respuesta supraumbral en presencia de caribdotoxina, en color rojo las NEM D1y
en verde las NEM D2. (C,H) Sobreposicion de las respuestas supraumbrales
control vs experimental para NEM D1 y D2 respectivamente. (D,l) Sustraccion
digital, donde se muestra la diferencia en los tiempos y la trayectoria del
componente sensible a caribdotoxina. (E) Representacion grafica del incremento
del &rea bajo la respuesta sinaptica Cortico-estriatal. (J) Histogramas del % de
incremento en la duracion a la amplitud media para NEM D1y D2.

Contribucién del canal BK a distintas intensidades de estimulacion en las
NEM D1y D2

Con el objeto de estudiar si la participacién de los canales BK era dependiente de
la despolarizacion alcanzada por la respuesta cortico-estriatal, se realizaron
experimentos antes y después de bloquear dichos canales a distintas intensidades

de estimulacion.

En la figura 19 se muestran dos neuronas de proyeccion identificadas como NEM
D1 y NEM D2 en control (trazos negros) y en presencia de caribdotoxina (trazos
en rojo para la NEM D1 y trazos en verde para la NEM D2) a diferentes
intensidades de estimulacion: subumbral (Ay E), umbral (B y F) y supraumbral (C
y G). Como puede observarse, la participacion de esta corriente en las NEM D1,
s6lo es evidente durante la repolarizacion de la respuesta corticoestriatal
supraumbral (fig.19 C), mientras que en las NEM D2, la participacion de esta
corriente se hace presente desde la estimulacion subumbral (incisos E, F y G).
También se puede notar que el componente sensible a esta toxina en las NEM D2,
permanece durante toda la respuesta sinaptica en todos los niveles de
estimulacién (la cabeza de flecha indica el momento de la estimulacion cortical).

Las restas digitales de las respuestas sobrepuestas muestran el componente
sensible a la toxina para cada intensidad de estimulacion (D y H). Note como se

incrementa dicho componente en la NEM D2 (Fig.19 H).
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Figura 19. Participacion del canal BK en la respuesta cortico-estriatal a
despolarizacion subumbral, umbral y supraumbral en las NEM D1 y D2. (A, B, C)
Sobreposicion de las respuestas sinapticas: subumbral, umbral y supraumbral. En
color negro el registro control y en color rojo el experimental para NEM D1. (D)
Resta digital del componente sensible a caribdotoxina a las distintas intensidades
de estimulacién en escalas de grises se representa la activacion subumbral y
umbral, en rojo la participacion supraumbral. (E, F, G) Sobreposicion de las
respuestas sinapticas: subumbral, umbral y supraumbral para la NEM D2. En
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negro el registro control y en verde el experimental, note la participacion de los
canales BK en todas las intensidades de estimulacion. (H) Sustraccion digital del
componente sensible a caribdotoxina para todas las intensidades de estimulacion,
en escalas de grises, se muestra las intensidades subumbral y umbral; en verde la
activacion supraumbral. D y H, mantienen el mismo barrido de evento sinaptico
(800 ms), en el cual se puede apreciar la participacion de estos canales durante
todo el evento sinaptico.

Curva intensidad de estimulacion vs Duracién a la amplitud media en
presencia de caribdotoxina

Los experimentos suguieren que la activacion de las corrientes de los canales BK
se da en tiempos diferentes para las NEM D1 y NEM D2, para analizar este detalle
se evalud la relacion intensidad umbral vs duracion a la amplitud media (ms) de
las respuestas sinapticas. En este analisis se normaliz6 la intensidad de
estimulacion respecto a la intensidad necesaria para obtener una respuesta
umbral 1X, de tal forma que la intensidad de estimulacion subumbral tuvo valores
menores a 1X y los supraumbrales valores mayores a 1X. En el presente analisis
es puede apreciar con claridad que los canales BK en las NEM D1 repolarizan la
respuesta sinaptica, solo a niveles de despolarizacion supraumbral. (Inciso A de la
figura 20 cuadros negros respuesta control vs circulos rojos, respuesta en
presencia de caribdotoxina). Por otra parte en el inciso B de la figura 20 se
muestra que los canales BK en las NEM D2 participan a partir de la respuesta
umbral. En este inciso los cuadros negros representan la respuesta control y los
circulos verdes la respuesta experimental (en presencia de caribdotoxina).

En esta figura también se puede apreciar que la participacion de la conductancia
BK es mayor en las NEM D2 que en las NEM D1.
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Figura 20. Curva intensidad de estimulacion vs duracién a la amplitud media de la
respuesta sinaptica. (A) En cuadros negros se muestra la duracion a la amplitud
media del evento sinaptico a distintas intensidades de estimulacion, el valor 1X
representa la estimulacion que provocé el umbral de disparo, los demas valores
son multlipos o dividendos de la intensidad umbral. Los circulos en color rojo
representan la duracion a la amplitud media en presencia de caribdotoxina, a las
mismas intensidades de estimulacion que en control para la NEM D1. (B) curva
para la NEM D2, los cuadros negros representan la duracion a la amplitud media
de la respuesta sinaptica en condicién control. Esta medicién en presencia del
farmaco esta representada en circulos de color verde. Note que la activacion de
los canales BK en las NEM D1 se da sélo a nivel supraumbral.
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Participacion de los canales tipo SK en la integracion sinaptica cortico-
estriatal de las NEMs D1y D2

En la siguiente figura (21) se muestran las respuestas supraumbrales cortico-
estriatales de una NEM D1 (A) y una NEM D2 (F) identificadas en condicion
control. En la misma figura (B y G) se muestran estas respuestas después de
agregar 100 nM de Apamina (bloqueador de los canales SK) al sistema de
perfusion. Ambos registros se muestran sobrepuestos en C y H para su mejor
comparacion. En los dos casos el bloqueo de los canales SK increment6 el area
bajo la respuesta cortico-estriatal. En condicidon control las NEM D1 tuvieron un
area bajo la respuesta sinaptica en (mV * ms) promedio de 7,478 £ 911 como error
estandar. En contraste, en prescencia del farmaco tuvieron un area promedio de
9,860 + 1114 (mV * ms) p <0.05 (n=5).

Por otra parte las NEM D2, tuvieron un area bajo la respuesta sinaptica cortico-
estriatal promedio de 4,482 + 41(mV * ms), en condicion control y en presencia de

apamina se obtuvo un area promedio de 7,248 + 783 (mV * ms). P <0.1 (n=2).

Lo anterior representa un incremento del 32% para las NEM D1 y un sorprendente
incremento del 61% para las NEM D2. El inciso E, de la figura 21 se encuentra
graficamente el incremento en el area bajo la respuesta por el bloqueo de apamina
en NEM D1y NEM D2.
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Figura 21. Participacion de los canales SK en la integracion sinaptica cortico-
estriatal en NEM D1 y D2. (A, F) Respuesta supraumbral control para D1 y D2. (B,
G) Respuesta sinaptica supraumbral en presencia de apamina; en rojo NEM D1y
en verde NEM D2. (C, H) Sobreposicion de las respuestas supraumbrales control
vs experimental para D1 y D2 respectivamente. (D, I) componente sensible a
apamina (E) Histograma del % de incremento en el area bajo la respuesta
sinaptica, por el bloqueo del canal SK para D1 y D2. (J) Histograma del % de
incremento en la duracion a la amplitud media, para D1 y D2.

Para conocer el curso temporal de la conductancia SK, de las neuronas
neoestriatales, se realizd6 un sustraccion digital (descrita anteriormente en los
experimentos con CBTX). En el inciso D e | de la figura 21 se puede ver el
componente sensible a apamina, resultante de la resta digital para los dos tipos
neuronales. Ahi se puede notar que, de manera similar al bloqueo por
caribdotoxina en las neuronas D1, el curso temporal de la conductancia SK ocurre
de forma mas tardia que en las NEM D2, aproxiamdamente después de los 100
ms del estimulo cortical y justo cuando empieza la meseta despolarizante que
distingue a este tipo celular. En contraste, en las NEM D2, la contribucion de esta
conductancia se da exactamente al inicio de la respuesta y permanece durante
todo el evento sinaptico, teniendo mayor énfasis al inicio de la respuesta sinaptica

(inciso H e I, figura 21).

En la figura 21 inciso J, se muestra la representacion grafica del incremento de la
duracion en la respuesta sinaptica a la amplitud media. En esta medicion se
obtuvo que las NEM D1 en condicion control tuvieron una duraciéon promedio de
214 + 31 ms. En contraste, cuando se aplicé apamina al bafio, la duracion se

incrementd a 322 + 35 ms. (n=5) p=< 0.05.

La misma medicién se hizo para las NEM D2, las cuales en ausencia del farmaco
tuvieron una duracién a la amplitud media promedio de 46 £ 2 ms y en presencia
de apamina la duracién fue en promedio de 117 £ 62 ms (n=2) p< 0.1.

La medicion anterior representa un incremento del 50 % para las NEM D1, y para

las NEM D2 un 254 % de incremento p< 0.09. Estos valores dejan ver nuevamente
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la distinta participacion de la conductancia SK en la repolarizaciéon de la
integracion sindptica cortico-estriatal.

Contribuciéon del canal SK a distintas intensidades de estimulacion en las
NEM D1y D2

Con el objeto de estudiar si la participacion de los canales SK era dependiente de
la despolarizacion alcanzada por la respuesta cortico-estriatal, se realizaron
experimentos antes y después de bloquear dichos canales a distintas intensidades
de estimulacion.

En la figura 22 se muestran dos neuronas de proyeccion identificadas como NEM
D1 y NEM D2, en control (trazos negros) y en presencia de 100 nM de apamina
(trazos en rojo para la NEM D1 y trazos en verde para la NEM D2) a diferentes
intensidades de estimulacion: subumbral (Ay E), umbral (B 'y F) y supraumbral (C
y G). Como puede observarse en la figura 22 (incisos A,B,C), la activacion de la
corriente SK en las NEM D1 se hizo evidente sélo hasta la respuesta
supraumbral, de forma contrastante en las NEM D2 la participacion de la
conductancia SK se observa desde la despolarizacion subumbral, hasta la
supraumbral (Figura 22 incisos E,F,G). En el inciso D de la figura 22, se muestran
las restas digitales de la despolarizacion subumbral, umbral (en gris) y
supraumbral (en rojo), donde se puede notar que el componente sensible a
apamina en las NEM D1 sélo es evidente a nivel supraumbral, ésto durante la
repolarizacion de la meseta que precede a los potenciales de accion, es decir esta
conductancia en las NEM D1 no participa a niveles de despolarizacion subumbral
y umbral por el contarrio, sélo se activa lenta y gradualmente en la despolarizacion
supraumbral maxima. De tal manera que en estas neuronas, esta conductancia se
encuentra repolarizando la repuesta supraumbral maxima, sobre todo después de
los trescientos milisegundos hasta el final del evento, es decir en la repolarizacién

de la meseta supraumbral.
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En el inciso H de la figura 22 se representa en escala de grises la resta digital para
la activacion subumbral y umbral y en verde la sustraccion para la despolarizacion
supraumbral para la NEM D2. En éste inciso se puede apreciar que el cambio en
el voltaje resultante de la sustraccion digital, es evidente desde la minima
estimulacion. Ademas a diferencia de las NEM D1, esta conductancia en las NEM
D2 se activa de forma inmediata a la despolarizacion sindptica, provocada por la
estimulacion cortical (la cabeza de flecha indica el momento de estimulacién).
Adicionalmente esta conductancia permanece hasta el final del evento a cualquier

intensidad de estimulacién (subumbral, umbral y supraumbral).
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Figura 22. Contribucién de la conductancia SK en las neuronas de proyeccion del
estriado. (A,E): efecto del bloqueo por apamina en la intensidad subumbral, en
negro los registros controles; en rojo el registro experimental para D1 y en verde
para D2. (B,F) Respuesta umbral. (C,G) registros obtenidos con estimulacién
supraumbral. (D,H) sustraccion digital de los registros sobrepuestos a distintas
intensidades de estimulacion. En escala de grises se muestra la activacion
subumbral y umbral, y en rojo y verde la supraumbral, para D1 y D2
respectivamente.
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Curva intensidad de estimulacion vs Duraciéon a la amplitud media en
presencia de apamina

Los resultados en esta Ultima serie de experimentos suguieren que la activacion
de los canales SK se da en tiempos y cinéticas diferentes para las NEM D1 y NEM
D2, para analizar este detalle se evalud la relacion intensidad umbral vs duracién a
la amplitud media (este analisis se describié anteriormente en los experimentos

con caribdotoxina).

En este analisis se puede apreciar con claridad que los canales SK en las NEM D1
repolarizan la respuesta sinaptica, a partir del umbral de diparo, y permanece
hasta la respuesta supraumbral repolarizando la respuesta (Figura 23 inciso A
cuadros negros duracion respuesta control y circulos rojos respuesta
experimental). De tal forma se puede inferir que la repolarizacion por las
conductancias SK en estas células, toma mayor fuerza de repolarizacidon sinaptica

a partir de la respuesta umbral.

En las NEM D2 la coductancia dada por el canal SK, se activa desde la respuesta
subumbral hasta la supraumbral, sin embrago esta conductancia toma mayor
fuerza, conforme la amplitud de la respuesta sinaptica aumenta. Ver figura 23
inciso B, en esta figura la respuesta control esta representada en cuadros negros y

la experimental en circulos verdes.
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Figura 23. Curva intensidad de estimulacion vs duracion a la amplitud media.

(A) curva control para la NEM D1, en cuadros negros muestra la duracion a la
amplitud media del evento sinaptico a distintas intensidades de estimulacion
umbral. Los circulos en color rojo representan la duracion a la amplitud media en
presencia de apamina. (B) curva intensidad de estimulacion vs duracion a la
amplitud media para la NEM D2, los cuadros negros esquematizan la respuesta
en condicion control y en circulos de color verde en condicién experimental. Note
gue la participacion de los canales SK en las NEM D2 es a partir la
despolarizacion subumbral hasta la supraumbral, mientras que en las NEM D1
sélo se da en la despolarizaciéon supraumbral.
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Cabe mencionar que aunque la muestra experimental de las NEM D2 en
presencia de apamina es pequefia, la partcipacion de la conductancia SK difiere
entre células neoestriatales (D1 y D2). Es decir la participacion de la conductancia
SK es mayor en las NEM D2 que en las D1. Dado que las diferencias eran claras
con la muestra experimental que se tenia en esta investigacion, se intento reducir

al minimo necesario el uso de animales transgénicos.

CAPITULO 7

Discusioén

Integracion sinaptica cortico-estriatal

En esta tesis se corroboré que la respuesta cortico-estriatal de las neuronas
estriatales de proyeccion de la via directa y de la via indirecta son distintas (Fig.
17), incluso, esta diferencia se observa tanto en células de rata como de ratdn
BAC eGFP D1.

Estudios previos del laboratorio, han mostrado que la contribucion GABAérgica es
fundamental para entender las diferencias en las respuestas corticales de estas
neuronas (Flores-barrera et al, 2010). En la presente tesis se muestra por primera
vez que la participacion de las conductancias de potasio dependientes de calcio
tipo BK y SK, también son fundamentales para entender la diferente integracion
sinaptica que las NEM D1 y D2 muestran en la respuesta ortodromica cortico-

estriatal.

Participacion de conductancias de potasio dependientes de calcio en la

integracion sinaptica

En la literatura se ha descrito el papel de los canales de potasio dependientes de
calcio (Kca), en distintos tipos neuronales. Especificamente, durante la fase de
repolarizacion del potencial de accién y el post-potencial que le sigue (Pineda et
al., 1992; Bennett et al.,, 2000; Bond et al., 2005; Stocker, 2004). Sin embargo,
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recientemente se ha descrito que estos canales participan en la integracion y
repolarizacion de eventos singpticos (Cai et al., 2004; Bond et al., 2005; Faber et
al., 2007; Benhassine et al., 2009). La participacion de las IKca en la integracion
singptica se ha estudiado en neuronas piramidales de la corteza cerebral e
hipocampo, donde la organizacion anatomica de estas neuronas esta laminada y
se puede registrar el extenso arbol dendritico (Larkum et al., 2009; Murayama et
al., 2009). No obstante, la mayor ventaja que se ha tenido para estudiar estas
conductancias en la integracion dendritica, es justamente el diametro que
presentan las dendritas de las neuronas piramidales, que va del orden de 3 a 5 um
(Larkum et al., 2009), cabe mencionar que estos registros se han hecho con la

técnica de patch clamp.

En el caso de las neuronas neoestriatales, la distribucion anatémica no esta
organizada en laminas, y el arbol dendritico de estas células se encuentra
distribuido de manera radial. Sin embargo la mayor dificultad para hacer registros
dendriticos en las NEMs ha sido el diametro que tienen estas dendritas, que van
del orden de 0.5 a 1 um (Bishop et al., 1982). De tal forma que ha sido imposible
llevar a cabo registros dendriticos en las NEM, al menos con las técnicas
convencionales de electrofisiologia (patch calmp y registro intacelular). Sin
embargo, de acuerdo con los resultados fisiologicos descritos en esta tesis, se
puede asumir que estos canales se encuentran distribuidos a lo largo de la
arborizacién dendritica, como se ha descrito en células piramidales de la corteza
cerebral e hipocampo (Sailer et al., 2006; Benhassine & Berger, 2005; Ngo-Anh
et al., 2005).

A diferencia de lo reportado hasta ahora en células piramidales de la corteza
cerebral e hipocampo, las neuronas neoestriatales (NEM D1 y NEM D2) presentan
diferentes respuestas sinapticas a la misma entrada cortical. Por lo que fue
interesante estudiar la participacion de estas conductancias en sus respuestas

ortodrémicas corticales.

59



Participacion de los canales BK en la integracidon sinaptica cortico-estriatal

La apertura del canal BK depende calcio y de voltaje (Sah et al., 2002). Se ha
descrito que la apertura del canal BK, en células disociadas neoestriatales se da a
través del calcio que entra a la célula preferentemente a través de los canales de
calcio tipo N y P/Q (Vilchis et al., 2000). Durante el proceso de integracion
sinaptica cortico-estriatal, estos canales también pueden ser activados por la
despolarizacion producida por el receptor-canal NMDA y/o la entrada de calcio a
través de estos canales (NMDA), tal como se ha reportado para otros tipos
neuronales (Isaacson et al., 2001; Schoppa et al., 2001). Cabe sefalar que es
probable que la apertura del canal BK, también se favorezca de la sinergia de
estas dos fuentes de calcio (canales Ny P/Q y el receptor-canal NMDA) y no solo
de una de ellas.

Tal como se reporta en los resultados de esta tesis, la participacion de la
conductancia BK, difieren en el curso temporal de las respuestas sinapticas de las
NEM D1 y NEM D2. Fué sorprendente que esta conductancia participara en las
NEM D1 solo a nivel de despolarizaciéon supraumbral, dejando “aparentemente” la
despolarizacion subumbral y umbral intactas. También fue caracteristico, que la
conductancia de estos canales participaran sobre todo en la repolarizacion de la
meseta despolarizante del evento sinaptico supraumbral en estas neuronas.

Por otra parte la participacion de los canales BK en la respuesta sinaptica de las
NEM D2, se hizo evidente desde la despolarizacion umbral y durante todo el curso
temporal de las respuestas cortico-estriatales, teniendo mayor participacion al

principio de la respuesta (fig.18 y 19).
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Participacion del canal SK en la integracién sinaptica cortico-estriatal

Existen tres clases de canales SK: SK1, SK2 y SK3 (Ishii et al., 1997a; Gutman et
al., 2003) de los cuales, sélo el canal SK3 se encuentra ampliamente expresado
en el neoestriado (Stocker et al., 2000; Sailer et al., 2004). De tal manera que los
resultados de este trabajo se deben a la participacion principalmente de este
canal.

De manera similar a las corrientes BK, en células neoestriatales disociadas, se
han podido comprobar que las corrientes tipo SK tambien son activadas por
corrientes de calcio tipo N y P/Q (Vilchis et al., 2000). Asi mismo se ha reportado
en otras neuronas que el canal SK, puede ser alimentado del calcio que fluye al
interior de la célula, por el receptor-canal NMDA (Florillo et al., 1998; Shah et al.,
2002; Ngo-Anh et al., 2005).

En las NEM D1, la contribucion de los canales tipo SK sélo se hizo evidente en
respuestas supraumbrales, principalmente durante la repolarizacion de la meseta
despolarizante y sin modificar de manera significativa la trayectoria de voltaje del

evento sinaptico.

En el caso de las NEM D2, la participacion del canal SK en la integracion sinaptica
cortico-estriatal, se pudo ver desde intensidades de estimulacién subumbral hasta
la supraumbral. Es decir, esta conductancia repolariza las despolarizaciones de
origen sinaptico y su efecto se observa a lo largo de toda la respuesta sinaptica,
principalmente al inicio del evento (fig.21 y 22). En estos experimentos también se
deja ver que el bloqueo del canal SK, aumentd la amplitud y la duracion del evento
sinaptico (Figura 22) lo cual nos esta sugiriendo, que esta conductancia puede ser

fundamental para la forma de la respuesta sinaptica de estas neuronas.
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Diferencias intrinsecas de las NEM D1 y NEM D2 que ayudan a explicar la
participacion de los canales BK'y SK en larespuesta cortico-estriatal

Es claro que la participacién de los canales de potasio dependientes de calcio es
distinta en las neuronas de proyeccién del neoestriado. A continuacion se
resumirdn algunos hallazgos reportados en la literatura, que ayudan a interpretar

estas diferencias.

Como primer punto:

Se sabe que la respuesta cortico-estriatal es el resultado de la interaccion del
microcircuito estriatal, las fibras corticales que inervan al circuito estriatal se
encuentran haciendo contactos con interneuronas GABAérgicas y con NEMs, las
cuales hacen contactos entre si, de tal forma que cuando una NEM D1 o D2,
recibe una entrada cortical, esta integra en realidad la informacion que todo el
microcircuito le proyecta (colaterales axonicas, interneuronas, moduladores,
glutamato etc), es decir no solo integra la respuesta glutamatérgica (Flores-
Barrera et al., 2009; Carrillo Reid et al., 2008; 2009). Recientemente estudios
realizados en ratones transgéenicos BAC eGFP han mostrado que el GABA tiene
un efecto bifasico en las NEMs D1, es decir, hiperpolariza la primera parte de la
respuesta sinaptica y despolariza la parte tardia, ayudando a mantener la meseta
gue estas neuronas presentan. Por otro lado, este mismo transmisor tiene efectos
hiperpolarizantes durante toda la respuesta sinaptica de las NEMs D2 (Flores

Barrera et al., 2010) esto se mostro en la figura 13 del texto.

Adicionalmente, la participacion de los receptores glutamatérgicos tipo NMDA es
mayor en la respuesta cortico-estriatal de las NEM D1 que en las NEM D2. La
reduccion del area bajo la respuesta sindptica en presencia del bloqueador de
receptores NMDA en las NEM D1 es de 54%, mientras que para las NEM D2
sélo se reduce el 15% respecto al control (Vizcarra-Chacén & Flores-Barrera, 2010

datos no publicados).
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Como segundo punto:

Se ha descrito que las neuronas neoestriatales pueden generar potenciales
dendriticos autoregenerativos de calcio, esto en el caso exclusivo de las NEM D2
(Bargas et al., 1991; Flores-Barrera et al., 2010). Adjuntamente se han hecho
registros dendriticos con imagenes de calcio, en donde se ha podido ver que las
dendritas de las NEM D2, conservan mejor la propagacién dendritica de calcio a lo
largo de sus dendritas, lo anterior cuando se dan pulsos despolarizantes de
corriente en el soma “Back propagation” (Day et al., 2008). En el caso de las NEM
D1, esta propagacién se ve atenuada en pocos micrémetros de distancia con
respecto al soma. Este dato, en primera instancia respalda que las NEM D2
mantienen un mecanismo intrinseco que les permite tener mayor cantidad de
calcio en sus dendritas e incluso generar los potenciales de calcio antes
mencionados. De manera complementaria, los experimentos de (back
propagation) nos dejan ver de manera fehaciente que la propiedad electrotonica
se mantiene en mayor distancia en las NEM D2 a diferencia de las NEM D1, de tal
forma que es mas probable ver eventos electrofisiologicos que ocurren en las
dendritas en las NEM D2, cuando el electrodo de registro se encuentra en el soma

de la neurona (Day et al., 2008).

Como tercer punto:

Recientemente se han descrito algunas diferencias moleculares en estas
neuronas, por ejemplo en la expresion de canales KIR 2.3 en las neuronas de la
via indirecta (Shen et al.,, 2007) o diferente proporcion de subunidades en sus
receptores a GABA o a Glutamato (Fantin et al., 2007; Ade et al, 2008) incluso se
ha reportado en neuronas del estriado ventral que la expresion del canal BK tiene
diferente subunidad Ben el soma y en las dendritas (Martin et al., 2004). Lo
anterior nos sugiere que estas neuronas pueden tener varias diferencias
moleculares que puedan favorecer la diferencia en la integracién sinaptica que

recientemente se publico (Flores-Barrera et al., 2010)
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Tomando en cuenta los puntos anteriores, podemos explicar las diferencias
encontradas en esta tesis, al bloquear los canales BK o SK en las respuestas

cortico-estriatales de las NEM D1y D2 como sigue:

En las NEM D1 el efecto de las toxinas (caribdotoxina y apamina) se aprecio sobre
todo en la repolarizacion de la meseta despolarizante supraumbral, justo donde el
receptor-canal NMDA, esta participando con mayor fuerza en el evento sinaptico
facilitado por la despolarizacién provocada por la activacion de receptores
GABAérgicos (Flores barrera et al., 2009; 2010). Dado que las NEM D1 tienen
mayor contribucion de activacion de receptores NMDA, es probable que los
canales Kca estén siendo activados predominantemente por el calcio que fluye a
traves del receptor-canal NMDA en estas neuronas (Florillo et al., 1998; Shah et
al., 2002; Ngo-Anh et al., 2005). La diferencia funcional mas importante entre
estas dos conductancias podria ser que los canales BK incrementan la frecuencia
de disparo en la respuesta sinaptica, mientras que los canales SK evitan,

gradualmente la despolarizacion, repolarizando la membrana.

En el caso de las NEM D2 la participacion de los canales Kca es evidente desde
respuestas sinapticas subumbrales. Lo anterior puede ser explicado, en parte, por
la alta actividad de calcio que las dendritas de estas neuronas tienen, a través de
la generacion de potenciales de calcio autorregenerativos en sus dendritas
(Bargas et al., 1991; Day et al., 2008; Flores-Barrera et al., 2010). Aunado a una
menor participacion de receptores tipo NMDA en la respuesta de estas neuronas,
se sugiere que la activacion de canales BK y SK en las NEM D2, se debe
principalmente a la entrada de calcio a través de canales voltaje- dependientes. La
accion GABAérgica en las neuronas de la via indirecta y la participacion de
conductancias de potasio dependientes de calcio, sinergicamente, evitan la
generacion y propagacion excesiva de potenciales de accidon y potenciales
autorregenarativos de calcio generados en sus dendritas.

La diferencia funcional mas importante de los canales de potasio activados por

calcio en las NEM D2, es que los canales SK pueden estar determinando la
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trayectoria de voltaje y la repolarizacion inicial caracteristica de estas neuronas
(ver figura 21y 22).

También se ha reportado que los canales Kca pueden formar micro y nano
dominios con la fuente de calcio que los activa (Fakler & Adelman, 2008), dado
que la participacion de los Kca en las NEM D1 so6lo se da durante la
repolarizacién de la meseta despolarizante que tienen estas células, y esta meseta
esta principalmente dada por el receptor-canal NMDA puede ser que los canales
Kca y los receptores NMDA, estén formando un nanodominio (muy cerca de las
espinas dendriticas) que funcionalmente este facilitando una retroalimentacién

negativa de despolarizacion membranal en las NEM D1.

Es sabido que el canal SK es mas sensible al calcio que el canal BK, el primero se
activa con concentraciones del orden nM, mientras que los BK, requieren
concentraciones en uM; esto quiere decir que el canal SK, no necesariamente
requiere estar muy cerca de la fuente de calcio para ser activado. En los
experimentos de esta tesis, la participacion de los canales SK, fué desde eventos
umbrales (NEM D1) y subumbrales para las NEM D2 (despolarizaciones pequefias
en las que el receptor canal NMDA no esta activado), de tal forma que los Kca en
las NEM D2 pueden estar formando microdominios, es decir los canales Kca y las
fuentes de calcio se encuentran a mayor distancia que en las NEM D1

(suponiendo que éste sea el mecanismo).

Las fuentes especificas de calcio para activar esta conductancia requieren de
futuras investigaciones. Sin embargo, un trabajo reciente ha mostrado incrementos
de calcio en las espinas dendriticas y en los troncos dendriticos de las NEM D2,
relacionados con la activacién del receptor canal NMDA y canales de calcio tipo T
y L siendo estos ultimos muy importantes en los troncos dendriticos (Higley &
Sabatini 2010). Lo cual sugiere, que las fuentes de calcio para activar canales BK
y SK pudieran ser distintos entre las NEMs (D1 y D2) y alin mas, en las dendritas
y en el soma ya que en el soma de estas neuronas estos canales se activan por

los canales N y P/Q, Por ultimo, ¢ Por qué se observé mayor participacion de estas
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conductancias (BK y SK) en la respuesta ortodromica cortico-estriata de las NEM
D2?

Lo anterior pudiera darse por los distintos canales de Kca que tenga cada tipo
neuronal (NEM D1 y NEM D2). Dado que recientemente se han encontrado
diferencias moleculares entre éstas dos neuronas (Shen et al 2007; Fantin et al,
2007; Ade et al, 2008; Day et al., 2008), existe la probabilidad de que los canales
Kca no sean la excepcion y que las NEM D2 tengan canales mas sensibles o con
mayor eficacia en la conduccién de los iones de potasio.

De cualquier manera en ambos tipos neuronales, los canales de potasio
dependientes de calcio son necesarios para repolarizar las respuestas cortico-
estriatales, una respuesta compleja, que representa electrofisiologicamente a los

comandos motores corticales que recibe el neoestriado.

Implicaciones funcionales de los canales de potasio dependientes de calcio

en la conducta

Experimentos realizados en neuronas piramidales han demostrado que los
canales de potasio dependientes de calcio participan en la generacion de LTP, lo
cual, como es sabido es un indicador de plasticidad sinaptica. Ademas,
experimentos conductuales han planteado que estas conductancias estan
involucradas en procesos de aprendizaje y memoria (Stackman et al.,, 2002;
Matthews et al., 2008; Hammond et al., 2006), ya que al bloquearlos se ha visto
gue la ejecucion en las tareas de reconocimiento de objetos, o el laberinto de
Morris se ven mejorados. Por el contrario, cuando se prueban sus agonistas o se
sobreexpresan los canales por medio de manipulacion genética, la ejecucion se

ve afectada (Hammond et al., 2006).
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Cabe enfatizar que los estudios que se han realizado, relacionando la conducta de
roedores y los Kca, ha sido en su mayoria en el hipocampo y corteza cerebral. A la
fecha no se han descrito este tipo de estudios en el neoestriado, siendo que este
ndacleo se caracteriza por almacenar y generar un gran repertorio de procesos
cognitivos y motores (Balleine et al., 2009; Grahan et al., 2008, 2009; Kreitzer et
al.,, 2008; Yin et al., 2006; 2009). Dada la evidencia experimental que se ha
reportado en la literatura, es probable que los Kca, también estén participando en
procesos cognitivos y motores en el neoestriado.

Por otra parte se ha estudiado la relacion de los Kca y la tolerancia al alcohol, en
neuronas noestriatales. Donde al parecer el canal BK esta mayormente implicado
(Feinberg et al., 2008; Martin et al., 2008; Treistman, 2009). Asimismo, se ha
relacionado a estos canales con la epilepsia, ya que la delecion o mutaciones de
la subunidad B4 del canal BK, provocan actividad epiléptica en hipocampo y

corteza cerebral (Brenner et al., 2005; Lee et al., 2009; Pacheco et al., 2008).

Una de las disfunciones estriatales, resulta en la enfermedad de Parkinson, en la
cual las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta, mueren y dejan
de abastecer de dopamina al estriado (Dunnett et al., 1981; Delong, 1990;
Hutchison et al., 2004; Kreitzer et al., 2007).

En la literatura que describe la enfermedad de Parkinson, tambien ha descrito que
las interneuronas estriatales que liberan acetilcolina, se encuentran liberando este
neurotransmisor en demasia (Welch et al., 1976; Ueda et al., 1995). Esto es
importante, porque los canales de calcio voltaje dependientes, son modulados por
estos neurotransmisores (Hernandez Lépez et al., 1997, 2000; Pérez Rosello et
al., 2005; Pérez Burgos et al., 2008, 2010), de tal forma que la fisiologia normal de
los canales BK y SK, pudiera estar alterada. Cabe sefalar que tampoco se ha
reportado nada en la literatura respecto a la relacion que hay entre estos canales 'y

la enfermedad de Parkinson en el neoestriado.
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Conclusiones

1. En esta tesis, se confirm6 que la respuesta ortodromica cortico-estriatal es
diferente en las neuronas de proyeccién de la via directa e indirecta tanto
en el neoestriado de ratas como de ratones BAC.

2. La participacion de los canales de potasio dependientes de calcio en la
respuesta sinptica cortico-estriatal, es mayor en las neuronas de la via
indirecta, que en las neuronas de la via directa.

3. Los canales BK no participan en la forma de la respuesta sinaptica, estas
conductancias se encuentran principalmente repolarizando el evento
sindptico en ambos tipos neuronales, determinando la duracion de la
despolarizacion.

4. Los canales SK facilitan la repolarizacion en las neuronas de proyeccion de
la via directa e indirecta y s6lo en las neuronas de la via indirecta
determinan la forma de la respuesta sinaptica (repolarizacion inicial
caracteristica de estas neuronas).

5. Los canales BK y SK participan solo en la repolarizacion sinaptica
supraumbral en las neuronas de proyeccion de la via directa, mientras que
en las neuronas de la via indirecta participan en la repolarizacién desde las
respuestas subumbrales.
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