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Resumen

El estriado es la principal estructura de entrada de informacion hacia los ganglios basales, un
conjunto de nucleos subcorticales involucrados en funciones motoras, cognitivas,
emocionales y motivacionales, cuya disfuncion estd implicada en una gran variedad de
trastornos neuroldgicos y psiquiatricos. Las interneuronas corticales GABAérgicas son la
principal fuente de neurotransmision inhibitoria de la corteza cerebral y a pesar de que
tradicionalmente se creia que solo enviaban sus axones de forma local, recientemente se ha
descubierto su implicacion en vias inhibitorias de largo alcance. Mas concretamente,
recientemente se ha demostrado que existen dos tipos de interneuronas GABAérgicas,
parvalbimina (PV) y somatostatina (SOM), que conectan la corteza con el estriado, pero la
informacion sobre estas conexiones es todavia escasa. El objetivo de este trabajo es estudiar
la implicacion de las interneuronas PV y SOM de areas corticales pertenecientes al sistema
sensoriomotor en las vias inhibitorias del circuito corticoestriatal, para comprender los
mecanismos subyacentes a la actividad funcional y disfuncional de los ganglios basales.
Mediante un estudio anatomico demostramos la presencia de interneuronas GABAérgicas de
largo alcance PV y SOM en el area sensorial primaria (S1) e interneuronas PV en el area

motora primaria (M1) involucradas en la via inhibitoria del circuito corticoestriatal.

Palabras clave: corticoestriatal, interneuronas, GABA, parvalbumina, somatostatina



1. INTRODUCCION
1.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central estd compuesto por el encéfalo y la médula espinal. El encéfalo, a
su vez, esta formado por el cerebelo, el tronco encefalico y el cerebro; este ultimo
involucrado en la generacion de respuestas, sensaciones, movimiento, emociones y en la

comunicacion, procesamiento y memorizacion de la informacion (Thau e tal., 2022).

La corteza cerebral recibe y procesa informacion sensorial y estd involucrada en la actividad
motora, ademds de cumplir un importante papel en las funciones cognitivas superiores; pero
la modulacion de esta informacion y la respuesta consecuente es llevada a cabo a través de

estructuras subcorticales, como pueden ser los ganglios basales (Haines y Mihailoff, 2018).
1.2. GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales son un conjunto de ntcleos subcorticales altamente interconectados que
estan involucrados en una gran cantidad de funciones entre las que se encuentran el control,
aprendizaje y seleccion de secuencias motoras, la formacion de habitos, la motivacion por la
recompensa, la cognicion, la toma de decisiones y el control emocional (Lanciego et al.,

2012; Young et al., 2023; Yin y Knowlton, 2006).

En cuanto a su estructura, como se muestra en la Figura 1, estan compuestos por el estriado
(STR), el segmento externo e interno del globo palido (GPe y GP1i respectivamente), el nicleo
subtalamico (STN), y la sustancia negra (SN), la cual esta dividida en pars compacta (SNc¢) y
pars reticulata (SNr) (Steiner y Tseng, 2016).



Figura 1

Los ganglios basales en raton

Nota. (A) Representacion esquematica de la vision dorsal de los ganglios basales en raton.
Adaptado de humanbrainproject.eu, por Grillner et al., (s.f). (B) Esquema de la vision sagital

de los ganglios basales en raton. Creado con biorender.com.

Los nucleos que conforman los ganglios basales, ademas de interactuar intrinsecamente,
también establecen comunicaciones aferentes y eferentes con otras estructuras cerebrales,
desempefiando un papel fundamental en la integraciéon de informacién sensoriomotora,

asociativa y limbica.

Consecuentemente, un mal funcionamiento de los ganglios basales esta asociado a deterioros
de diversa indole, entre los que se encuentran trastornos psiquiatricos y neurologicos, que a

menudo pueden ser comorbidos.

Histéricamente, los ganglios basales han sido mayormente estudiados en relacion a funciones
motoras y de recompensa; y su asociacion con trastornos motores como la Enfermedad de
Parkinson, la Enfermedad de Huntington o las conductas adictivas. En las Gltimas décadas se
ha demostrado que también desempefian un papel fundamental en el desarrollo de
condiciones psiquiatricas como el Trastorno del Espectro Autista, Trastorno por Déficit de
Atencion e Hiperactividad, Trastorno por Depresion Mayor, Ansiedad Generalizada y la

Esquizofrenia, entre otras (Macpherson y Hikida, 2019; Proal et al., 2013).



1.2.1. ESTRIADO

El estriado es el principal nticleo de recepcion de informacion aferente de los ganglios basales
(Gaybriel y Grafton, 2015). En el cerebro humano, el estriado estd subdividido en tres
estructuras conocidas como nucleo caudado, putamen y accumbens y estudios en raton han
sugerido que el estriado dorsomedial (DMS), dorsolateral (DLS) y ventral (VEN) podrian

actuar como regiones homologas (Basile et al., 2021).
Figura 2

Las regiones del estriado de raton y su homologia humana
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Nota. (A) Representacion esquemadtica de la division dorsomedial (DMS), dorsolateral (DLS)
y ventral (VEN) del estriado en cerebro de raton. Creado con biorender.com.

(B) Representacion esquemadtica de las regiones del estriado en los ganglios basales del
cerebro humano (izquierda) y visién de una seccidon coronal a la derecha. Adaptado de
“Organos animales. Sistema nervioso central. Subpalio”, por Megias et al., (s.f.). Atlas de

Histologia Vegetal y Animal.

El estriado recibe proyecciones desde la corteza, el talamo y el tronco encefalico. Las
proyecciones corticales estan organizadas de manera topografica, de forma que DLS recibe
mayormente de proyecciones de areas sensoriomotoras, DMS de areas de asociacion y VEN
de areas limbicas (Rocha et al., 2023; Haber, 2016). Las diferentes regiones del estriado DLS,
DMS y VEN han sido relacionadas con funciones sensoriomotoras, cognitivas y de

recompensa, respectivamente (Haber, 2016).



En el estriado podemos encontrar principalmente tres vias distintas: la via directa, que
favorece las respuestas motoras voluntarias; la via indirecta, que actGia para suprimir el
movimiento no deseado y proporcionar movimientos de mayor precision y la via hiperdirecta,
que acttia como apoyo a la via indirecta (Bolam et al., 2000; Rocha et al., 2023). Aunque, en
realidad, la actividad conjunta de todas ellas es necesaria para un control preciso del

movimiento (Rocha et al., 2023).
Figura 3

Las vias de los ganglios basales
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Nota. Esquema de las vias directa (en rojo) e indirecta (en azul) de los ganglios basales.
Adaptado de “The neuroanatomical organization of the basal ganglia”, por Gerfen y Bolam,

2010. Handbook of Behavioral Neuroscience, 20 (3-28).

En la via directa, la informacion corticoestriatal es transmitida directamente desde el estriado

hacia SNr y Gpi, que son los principales ntcleos eferentes de los ganglios basales.

Las proyecciones glutamatérgicas de la corteza llegan al estriado, desde donde las neuronas
GABA¢érgicas estriatales de proyeccion, conocidas en inglés como medium spiny neurons
(MSNs), mandan sus axones al Gpi y SNr, bloqueando su actividad y haciendo que pierdan su
capacidad para inhibir al tdlamo. Esto causa una desinhibicion de las neuronas talamicas y,
consecuentemente, un aumento de la actividad de estas, enviando proyecciones
glutamatérgicas a la corteza cerebral y favoreciendo la generacion de movimiento (Graybiel y

Grafton, 2015).



En la via indirecta, las MSNs mandan proyecciones inhibitorias al Gpe, que desinhibe al NST.
Cuando este se desinhibe, excita a las neuronas de los nucleos eferentes (SNr y Gpi) que
inhiben al tdlamo. La inhibicidon taldmica provoca que las proyecciones excitatorias
talamocorticales disminuyan su disparo, suprimiendo movimientos no deseados (Calabresi et

al., 2014).

Por ultimo, la via hiperdirecta estd formada por una conexién axonal monosindptica
excitatoria que va desde la corteza cerebral hasta el NST. Mediante esta via se generan fuertes
respuestas excitatorias de corta duracion en las neuronas del NST que excitan a las neuronas

del Gpi y SN, sirviendo asi de apoyo a la via indirecta (Hasegawa et al., 2022).

Dentro del estriado podemos encontrar diferentes tipos neuronales; las neuronas de
proyeccion GABA¢érgicas, 1lamadas neuronas espinosas medianas o medium spiny neurons
(MSNs) que conforman alrededor del 95% de la poblacion neuronal del estriado y las
interneuronas, que representan el 5% de las células estriatales restantes (Del Rey et al., 2022;

Graveland y Difiglia, 1985).

Las MSNs pueden dividirse en dos subgrupos, las MSNs que expresan el receptor de
dopamina (DA) del tipo DI, involucradas en la via directa y las MSNs que expresan el
receptor de DA del tipo D2, involucradas en la via indirecta (Gagnon et al., 2017). También y
dependiendo de la region del estriado se ha descrito un tipo mixto de MSNs, que expresan
ambos receptores, D1/D2, representando un porcentaje muy bajo (3-5%) en el DLS (Thibault
et al., 2013; Geldwert et al., 2006).

Las interneuronas estriatales modulan la actividad de las MSNs y pueden dividirse en dos
grandes subgrupos: las interneuronas excitatorias colinérgicas y las interneuronas inhibitorias
GABA¢rgicas (Steiner y Tseng, 2016). Dentro de las interneuronas GABAérgicas podemos
encontrar las que contienen calretinina (CR), parvalbumina (PV), somatostatina (SOM),
neuropéptido Y (NPY) y la enzima sintasa del 6xido nitrico neuronal (NOS) (Kawaguchi et
al., 1995). El impacto que estas interneuronas tienen en la actividad de los microcircuitos del

estriado sigue siendo objeto de estudio.



1.3. CORTEZA CEREBRAL: TIPOS NEURONALES

La corteza cerebral tiene un papel esencial en la percepcion, control motor y funciones
cognitivas superiores. En los mamiferos, esta organizada en seis capas apiladas que contienen
microcircuitos corticales, dindmicos y altamente conectados, compuestos por dos tipos de
neuronas: las neuronas piramidales y las interneuronas (Tremblay et al., 2016; Tjia et al.,

2017; Miyashita, 2022).

Las neuronas piramidales representan entre el 70-85% de todas las neuronas de la corteza y
son el principal tipo de neurona excitatoria, comunicandose con otras regiones corticales y
subcorticales mediante proyecciones axonales glutamatérgicas de larga distancia (Wang et al.,

2018; Tjia et al., 2017).

Las interneuronas GABAérgicas representan entre el 15% y 30% de la poblacion neuronal
del circuito cortical (Tsodyks et al., 1997) y, aunque tienen morfologia diversa, en su mayoria
suelen tener axones relativamente cortos que proyectan de forma local y se encargan, por
tanto, de la inhibicion cortical local (Adnani et al, 2018). Estas interneuronas desempefian un
papel esencial en la regulacion de la comunicacion neuronal relacionada con un adecuado

procesamiento de la informacion y funcionamiento cerebral.

Hay mas de 20 tipos diferentes de interneuronas en la corteza que pueden ser clasificadas en

base a sus propiedades anatdmicas, moleculares/genéticas y fisioldgicas (Nahar et al., 2021).

Dentro de las interneuronas GABAérgicas encontramos cinco grandes subgrupos:
parvalbumina (PV), somatostatina (SOM), neuropéptido Y (NPY), Péptido vasoactivo
intestinal (VIP) y Calretinina (CR) (Adnani et al., 2018); aunque los dos tipos mas comunes

de interneuronas son las que expresan PV y SOM (Munoz-Manchado et al, 2018).
1.3.1. INTERNEURONAS PV

Las interneuronas PV son un tipo de interneurona inhibitoria caracterizada por su expresion
de la proteina de union al calcio parvalbiimina y por su capacidad para transmitir rapidamente
sefiales eléctricas y quimicas controlando de esta forma la actividad de la red neuronal de

manera muy precisa.

Existen varios tipos de interneuronas PV; las propiedades electrofisiologicas de las PV-FSI se

caracterizan por una baja resistencia de entrada, una rapida hiperpolarizacién post-accion de



alta amplitud, un fenotipo que hace que puedan disparar potenciales de accion rapidos (Nahar
et al., 2021), lo que les otorga su nombre fast-spiking interneurons o interneuronas de disparo

rapido (PV-FSI).

Estas hacen sinapsis en el cuerpo celular o soma de la mayoria de neuronas piramidales
proximas, lo que hace que su papel sea fundamental en la coordinacion de la activacion
oscilatoria sincrénica de estas a través de la inhibicion de la retroalimentacion (Hu et al.,

2010), regulando asi el balance excitacion-inhibicion de la neurotransmision cerebral.
1.3.2. INTERNEURONAS SOM

Las interneuronas SOM son un tipo de interneurona inhibitoria que expresa la hormona
peptidica somatostatina y se caracterizan por tener un disparo regular de bajo umbral y una

alta actividad espontanea (Liguz-Lecznar et al., 2022).

Estas neuronas, a diferencia de las PV, hacen sinapsis con las dendritas de las células
piramidales, lo que les otorga un papel importante en la integracion y plasticidad sinaptica de
estas (Liguz-Lecznar et al., 2022). En estudios previos se ha demostrado que cuando las
interneuronas SOM se silencian con optogenética, aumenta la actividad y la frecuencia de
disparo de las neuronas piramidales (Fino et al., 2013), lo que corrobora la importancia de
estas en la regulacion del equilibrio activacion-inhibicion de la red neuronal y su papel como
mediadoras de la integracion de informacion conductual relevante (Liguz-Lecznar et al.,

2022).
1.4. SISTEMA SENSORIOMOTOR

Los organismos reciben informacion del medio a través de sus sentidos e interaccionan en
base a sus capacidades, o lo que es igual; todos sus comportamientos y conductas dependen
fundamentalmente de sus interacciones motoras con la informacidon sensorial recibida
(Harnad, 2017). El sistema sensoriomotor es el encargado de recibir estimulos tanto

interoceptivos como exteroceptivos y generar una respuesta mediante el movimiento.

Este sistema es extremadamente complejo y estd altamente involucrado en el control motor a
través de relaciones complementarias entre componentes estaticos y dindmicos (Riemann y

Lephart, 2002).
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Cortezas motoras: M1 desempefia un papel fundamental en el control de los movimientos
voluntarios y es la estructura cerebral clave para la adquisicioén y ejecucion de movimientos
que requieren habilidades. (Moini y Piran, 2020; Kleim, 2009). La corteza motora secundaria
(M2) proyecta a M1 y desempefia un importante papel en la integracion de estimulos
contextuales, en especial de sefales sensoriales, para el control de acciones motoras

planificadas (Olson et al., 2020).

Cortezas somatosensoriales: S1 recibe informacion de los sentidos somaticos, propioceptivos
y viscerales y responde fundamentalmente a informacidén externa, pero también tiene un
importante papel en la activacion antes de los movimientos planificados, reflejando su
conexion con las dreas de planificacion motora. (Bruurmijn et al., 2017). Es mas, en el caso
especifico de los roedores, se ha descrito que S1 también actia como el area encargada de
controlar el movimiento de retraccion de los bigotes o vibrisas (Hubatz et al., 2020). La
corteza somatosensorial secundaria (S2) estd involucrada en el procesamiento sensorial y la
integracién de la informacién multisensorial, desempefiando funciones como la percepcion
tactil, la percepcion del dolor y la modulaciéon de la atencidon a estimulos sensoriales
relevantes, Ademas, S2 participa en la integracion de informacion espacial y la coordinacion
de movimientos, facilitando comportamientos adaptativos y complejos (Taub et al., 2024;

Santiago et al., 2019; Condylis et al., 2020).

Cortezas premotoras: Las areas premotoras en los primates desempefian roles esenciales en la
planificacion, coordinacién y ejecucion de movimientos. Estas dreas son responsables de
integrar sefales sensoriales y motoras, facilitando la ejecucion de secuencias de movimientos
complejas y adaptativas. Ademas, tienen una funcion crucial en la reorganizacién neuronal
durante el aprendizaje sensoriomotor (Ebina et al., 2023; Nakajima et al., 2022). Sin
embargo, la identificacion y la caracterizacion detallada de estas areas premotoras y sus

funciones no estan tan claramente definidas en modelos murinos.

En el ratdn, el area de asociacion frontal (FrA) estd localizada en la corteza prefrontal, pero
estudios recientes han demostrado que tiene un papel significativo en la planificacion y
ejecucion de movimientos, caracteristicas propias de areas premotoras (Purves et al., 2001).
La principal funciéon de FrA es recibir e integrar grandes cantidades de informacion
procedente de otras areas corticales y transmitirla a diferentes zonas corticales, como M1,

para generar comportamiento (Purves et al., 2001).
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En un estudio previo llevado a cabo por el grupo del Dr. Reig (Alegre-Cortés et al.,2021) se
expone la fuerte relacion entre la actividad del 4rea de asociacion frontal (FrA) y la actividad
del estriado dorsolateral, que como se ha mencionado anteriormente, es la region del estriado
que recibe principalmente las proyecciones de areas corticales sensoriomotoras. Esta alta
conectividad funcional se puede explicar por los axones de neuronas piramidales proyectando

al DLS, como sugieren otros estudios (Smith et al., 2016).

Por tanto, FrA se puede considerar funcionalmente como una regién premotora mas que
como una tipica region prefrontal y es muy probable que, ademds de las areas corticales
sensoriomotoras M1, M2, S1 y S2, también FrA esté estrechamente relacionada con el

sistema sensoriomotor.
Figura 4

Areas sensoriomotoras

A

Nota. Esquema de las areas sensoriomotoras del cerebro de raton. (A) Vision perpendicular al
plano horizontal definido por lambda y bregma (Paxinos y Franklin, 2001) (B) Vision oblicua
(C) Vision lateral. Adaptado de “Neocortex”, por Kirkcaldie, 2012. En The Mouse Nervous
System (pp. 52-111).
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1.5. CIRCUITO CORTICOESTRIATAL

Como se ha mencionado anteriormente, la corteza cerebral esta altamente conectada con el
estriado y sus proyecciones son esenciales para la ejecucion precisa y coordinada de
movimientos voluntarios. La via neural que conecta ambas estructuras se conoce como el
circuito corticoestriatal y este estd implicado en la seleccion y aprendizaje de acciones
basadas en recompensas y castigos, lo que subyace a la formacion de habitos y

comportamientos automatizados.

Dado que se ha demostrado que la actividad neuronal estriatal estd involucrada en el
movimiento, el aprendizaje y el comportamiento dirigido a metas, es crucial entender el
patron de conectividad cortical y las dindmicas que moldean el flujo de informacién en el

estriado.

En la actualidad, es ampliamente conocido que las neuronas corticales regulan la actividad de
las MSNs en el estriado a través de proyecciones glutamatérgicas/excitatorias (Rock et al.,
2016). No obstante, estudios recientes han observado la relacion de las interneuronas
inhibitorias GABA¢rgicas de la corteza cerebral con las MSNs del estriado y su capacidad

para alterar su actividad y, consecuentemente, la informacion de salida del estriado.

Un estudio previo (Rock et al., 2016) sobre las interneuronas SOM de algunas zonas
corticales sensoriomotoras proporciona evidencias anatdmicas y fisiologicas que describen un

circuito inhibitorio directo corticostriatal previamente desconocido.

Una investigacion posterior, (Melzer et al., 2017) demuestra proyecciones de interneuronas
PV y SOM de largo alcance desde areas corticales motoras que inervan directamente al

estriado y ejercen un efecto modulador en el comportamiento.
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1.6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta el marco teodrico y los estudios recientes donde se demuestra la existencia
de proyecciones GABA¢érgicas corticoestriatales antes no descritas, desde areas motoras y
sensoriales, nuestra hipotesis postula que las interneuronas PV y SOM de otras areas
corticales como FrA, S1 y MI, implicadas en el sistema sensoriomotor, pueden estar
enviando proyecciones inhibitorias al estriado que moldean el patron de actividad que las
MSNs establecen con el resto de neuronas de los nucleos basales, modificando en ultima

instancia la salida de informacién de los ganglios basales y por tanto la conducta.

El objetivo de este TFG es investigar, mediante un estudio anatéomico, la implicacion de las
interneuronas PV y SOM de las diferentes areas corticales FrA, M1 y S1 en esta posible via

inhibitoria corticoestriatal de largo alcance.
2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PROCEDIMIENTO ETICO

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados conforme a la directiva
2010/63/EU del Parlamento Europeo y del Consejo, y el real decreto 53/2013 de la
regulacion espafiola de proteccion de animales para propositos cientificos, aprobado por el
gobierno autondémico de la Comunidad Valenciana, bajo la supervision del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas y el comité de la Universidad Miguel Hernandez para el uso de

animales en el laboratorio.
2.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para hacer un marcaje especifico a las interneuronas usando el sistema cre lox con los virus
cre dependientes se emplearon tres ratones de las linea Pv-cre (The Jackson Laboratory,

#017320) y dos de la linea SOM-cre (The Jackson Laboratory, #013044).

Para el marcaje de las interneuronas se llevo a cabo la inyeccion de los virus
AAVS5-CAG-DIO-EYFP, AAV5-CAG-DIO-mTurquoise y AVV5-CAG-DIO-mCherry
intracerebralmente de manera unilateral (300 nL) con un inyector (Nanoliter, WPI) en FrA,

M1 y S1 de manera aleatoria.
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Para M1 y S1 se hicieron dos inyecciones lateromediales, mientras que para Fra solo se
realizd una. Las coordenadas de inyeccion respecto a bregma (Paxinos y Franklin, 2001),
como se muestra en la Figura 8, fueron: AP +2.8 mm, LM +1.8 mm DV -0.5 mm para FrA;
AP +2 mm, LM +1.75 mm y 2.25 mm (150 nL en cada coordenada latero-medial) DV -0.7
mm para M1; y AP -1.5 mm LM +3.25 mm y +3.75 mm (150 nL en cada coordenada
latero-medial) DV -0.8 mm para S1.

Tras la inyeccion de los virus, se esper6 3 semanas para la extraccion de las muestras.
Figura 5

Esquema del sitio de inyeccion en cada corteza

AVV5-CAG-DIO-mCherry

AAV5-CAG-DIO-mTurquoise

AAVS5-CAG-DIO-EYFP

Interaural 6.38 mm, Bregma 2.58 mm Interaural 5.90 mm, Bregma 2,70 mm Interaural 1.74 mm, Bregma- 2.06 mm

Nota. Esquema que muestra el sitio de inyeccion en cortes coronales para FrA, M1 y S1 de
los virus AAVS5-CAG-DIO-EYFP, AAV5-CAG-DIO-mTurquoise y
AVVS5-CAG-DIO-mCherry y sus coordenadas (Paxinos y Franklin, 2001). Creado con

biorender.com.
2.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para el estudio anatomico, los animales fueron perfundidos y los cerebros se conservaron a
4°C con una solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS) 1x. El PBS es una solucion
amortiguadora de pH, con una osmolaridad y concentracion de iones muy semejante a la del
liquido extracelular de los mamiferos que no modifica el perfil de expresion y
funcionamiento celular normal, por lo que se suele usar para conservar y lavar células

(Universidad Autéonoma de San Luis Potosi [UASLP], 2008).
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Para obtener la solucion PBS1x primero se necesita preparar una soluciéon PBS10x, nosotros

preparamos 1000mL mediante el siguiente procedimiento:

1. Agregar 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 21.7 g de Na2HPO4 y 2.59 g de KH2PO4 a un

vaso de preparacion.

- 2. Anadir el 80% del volumen de dH20 requerido y mezclar encima de un agitador
magnético hasta que las sales se diluyan.

- 3. Ajustar el valor del pH para que se situe entre 7.2 'y 7.4 con IM HCI o 10M NaOH.
HCI hace que la solucion sea més acidica mientras que NaOH la hace mas basica; se
anaden gota a gota con una pipeta segun sea necesario mientras se monitorea el pH de
la solucion.

- 4. Por ultimo, se afiade dH20 hasta completar los 1000 mL y se mantiene a

temperatura ambiente.
Una vez obtenida la solucion PBS10x, se diluye con dH20 para conseguir la solucion PBS1x.

Los cerebros conservados en PBS1x fueron trasladados a una solucion de sucrosa 30% 48h

antes de ser cortados en un criotomo.

El criotomo es un instrumento de corte formado por una plataforma que se congela a bajas
temperaturas, en nuestro caso a -25°C, sobre la que se coloca el cerebro, que se congela por
contacto directo con esta y mantiene una temperatura constante durante todo el tiempo de
corte. El funcionamiento bésico del criotomo consiste en que, tras cada corte, la plataforma se
eleva un espacio correspondiente al grosor seleccionado (40 pm en nuestro caso).Las
secciones obtenidas son recogidas con un pincel y anadidas a una placa de pocillos con PBS

Ix y se trabaja con ellas en flotacion.
2.4, INMUNOHISTOQUIMICA

Una vez obtenidos los cortes, fueron lavados 3 veces con PBS 1x y tras cada lavado se
dejaron durante 10 minutos en agitacion suave a temperatura ambiente, para eliminar por

completo la sucrosa.

Posteriormente, se montaron sobre el portaobjetos con gel de Mowiol, que proporciona un
medio de montaje capaz de preservar la estructura y la inmunofluorescencia de las muestras a

largo plazo.
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2.5. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Para obtener las imagenes, se us6 el microscopio invertido Leica Thunder Imager, que
permite capturar imagenes detalladas de estructuras morfoldgicas como axones y dendritas de
neuronas en los cortes de tejido cerebral. Las imagenes se tomaron en escala con un aumento

de 20x.

Tras la adquisicion de las imagenes, estas fueron analizadas mediante un script de python
realizado en el laboratorio que nos permite cuantificar la cantidad de proyecciones que hay en

el estriado ademads del nimero de células que han sido infectadas.
2.6. ANALISIS DE DATOS

Para llevar a cabo el andlisis de los datos, debido al bajo nimero de muestras de las que
disponemos (tan solo cinco cerebros: dos SOM-cre y tres PV-cre), se extrajeron los datos
proporcionados por el script y se normalizaron con respecto al niumero de neuronas
infectadas en el sitio de inyeccion. Estos datos mostraban, para cada uno de los diferentes
cerebros, las proyecciones de cada tipo de interneurona PV o SOM de cada area cortical

estudiada cada hacia las diferentes regiones del estriado (DLS, DMS, VEN).

Los datos se mostraron graficamente usando un heatmap, una representacion grafica de los
datos en un mapa usando colores, de forma que la informacion expuesta se comprenda de
forma intuitiva y visual. El heatmap muestra el porcentaje de proyecciones en el estriado de
las interneuronas PV o SOM procedentes de FrA, M1 y S1 normalizadas respecto a las
neuronas infectadas en el sitio de inyeccién, mostrando en el eje x las coordenadas del
estriado en las que se registran las proyecciones y en el eje y la division del estriado que

recibe las proyecciones desde cada area cortical.
3. RESULTADOS

Como se ha mencionado anteriormente, las interneuronas desempefian un papel esencial en la
neurotransmision inhibitoria de la corteza y, a pesar de que tradicionalmente se creia que solo
mandaban sus axones de forma local, recientemente se ha descubierto su implicacion en vias

inhibitorias de largo alcance que conectan la corteza cerebral con otras regiones.

Para estudiar estas proyecciones GABAérgicas de las interneuronas SOM y PV de las areas

corticales sensoriomotoras FrA, M1 y S1 y comprobar la existencia de proyecciones al
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estriado, inyectamos los virus cre dependientes en las areas corticales de interés en dos

ratones SOM-cre y tres ratones PV-cre.

Tras la inyeccion del virus en las areas corticales, se esperd 3 semanas y se obtuvo imagenes
del estriado de los cinco cerebros, que fueron analizadas usando python para cuantificar el
numero de células infectadas en el estriado, es decir, las proyecciones. Estas fueron
normalizadas con respecto al numero de células infectadas por el virus en el area cortical de

inyeccion.
3.1. PROYECCIONES DE INTERNEURONAS SOM

Para visualizar graficamente los datos obtenidos mediante el script se prepard un heatmap
(Figura 6), en el que se representan las proyecciones en el estriado de las interneuronas
corticales SOM de las areas estudiadas normalizadas respecto a las neuronas infectadas en el

sitio de inyeccion.

Para la representacion de los resultados mediante imagenes anatomicas (Figura 7) se
seleccionaron las coordenadas del estriado con respecto a Bregma (Paxinos y Franklin, 2001)
que presentaban un mayor porcentaje de proyecciones desde las interneuronas corticales
SOM de cada area (+0.46 a +0.14 para FrA y -0.62 a -0.94 para M1 y S1), para garantizar
que la ausencia de neuronas infectadas visibles en el estriado no se debe a un error en el sitio

de observacion.

Esto result6 en la identificacion de una subpoblacién de neuronas GABAérgicas que expresan
SOM pertenecientes a S1 que proyecta directamente al estriado (Figura 6A y 7B3). Los
valores obtenidos y representados en la Figura 6A sugieren que estas neuronas inervan
principalmente al estriado dorsomedial (DMS) y en menor medida al estriado dorsolateral
(DLS), ambos en coordenadas posteriores; en cambio, los resultados no muestran
proyecciones desde S1 al estriado ventral (VEN). Ademads, en las imagenes anatomicas de la
Figura 7B3, se puede observar la presencia de estas células infectadas en las regiones

dorso-posteriores del estriado.

Para las areas corticales FrA y MI, el valor de proyecciones GABAérgicas de las
interneuronas SOM no es significativo en ninguna de las regiones del estriado vy,

adicionalmente, no se observan neuronas infectadas en las imagenes anatdémicas (Figura 7 Bl
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y B2), lo que sugiere la ausencia de proyecciones GABA¢érgicas inhibitorias desde estas

areas.
3.2. PROYECCIONES DE INTERNEURONAS PV

Para la visualizacion de los resultados obtenidos en ratones PV-cre tras la inyeccion de los
virus y la obtencion de los datos mediante un script se prepard, igual que para las
interneuronas SOM, un heatmap (Figura 6B) en el que se representan las proyecciones de las
interneuronas PV de las areas de la corteza cerebral estudiadas hacia el estriado, normalizadas

respecto a las neuronas infectadas en el sitio de inyeccion.

Para la observacion de los resultados mediante imagenes anatémicas (Figura 7) se siguio el
mismo procedimiento empleado en las imdgenes para las proyecciones de SOM, siendo
mostradas en las imagenes las coordenadas con valores mas altos de proyecciones en el

estriado: +1.54 a +1.22 para FrA, -0.62 a -0.94 para M1 y -1.34 a -1.7 para S1.

Los resultados obtenidos muestran la existencia de proyecciones de interneuronas
GABA¢rgicas que expresan PV hacia el estriado desde las areas corticales M1 y S1 (Figura
6By 7D2 y D3).

Los valores obtenidos y mostrados en la Figura 6B sugieren que las interneuronas PV de M1
proyectan exclusivamente al DLS y no a las otras regiones, y estas proyecciones estan
presentes en coordenadas posteriores. En cambio, las interneuronas PV de S1 muestran
valores significativos de proyeccion tanto para DLS como para DMS, aunque para este ultimo
la cantidad de proyecciones es significativamente mayor. No se han encontrado resultados
que sugieran que las interneuronas PV de alguna de estas dos areas proyectan al estriado

ventral.

Por ultimo, para el area cortical FrA, nuestros resultados muestran la ausencia de
interneuronas GABA¢rgicas que proyectan a cualquiera de las regiones del estriado. Estos
resultados pueden verse reflejados en las imagenes anatomicas obtenidas tras la inyeccion de
los virus (Figura 7D), que revela la ausencia de células infectadas en el estriado por

proyecciones PV de FrA , pero muestra células infectadas en M1 y S1.
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Figura 6

Proyecciones corticales GABAérgicas SOM y PV al estriado
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Nota. Heatmap con las coordenadas del estriado respecto a Bregma (Paxinos y Franklin,
2001) (eje x), donde es medido el porcentaje de proyecciones normalizadas de las
interneuronas SOM (A) y PV (B) de las areas corticales sensoriomotoras FrA, M1 y S1 en

cada region del estriado: dorsomedial (DMS), dorsolateral (DLS) y ventral (VEN) (eje y).
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Figura 7

Interneuronas corticales SOM y PV y sus proyecciones al estriado
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Nota. (A, C) Dibujo esquematico del sitio de inyeccion para raton SOM-cre en FrA (A1), M1
(A2) y S1 (A3) y PV-crde en FrA (C1), M1 (C2) y S1 (C3) y el lugar de estudio de las
proyecciones GABA¢érgicas de largo alcance en el estriado. (B, D) Imagenes que muestran la
seccion tenida en el sitio de inyeccion de la corteza (izquierda) y sus respectivos axones
etiquetados con virus en el estriado (centro) tras la inyeccion en la corteza. Un aumento del

area encuadrada en el estriado se muestra en la derecha, para interneuronas SOM (B) y PV

(D).
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4. DISCUSION

Las interneuronas desempefan un papel esencial en la neurotransmision inhibitoria de la
corteza y recientemente se ha descubierto su implicacion en vias inhibitorias de largo alcance

corticoestriatales.

Nuestros resultados sugieren que las areas corticales M1 y S1 albergan interneuronas
GABA¢érgicas que establecen proyecciones de largo alcance hacia el estriado. En S1 estas
interneuronas expresan tanto PV como SOM, mientras que en el area M1 las interneuronas

involucradas en el circuito corticoestriatal so6lo parecen ser las que expresan PV.

Las interneuronas GABA¢rgicas PV de M1 proyectan principalmente a zonas dorsolaterales
del estriado, que como hemos mencionado anteriormente, estan relacionadas con funciones
sensoriomotoras. En un estudio previo (Melzer et al., 2017) se describen los efectos
comportamentales de la estimulacion de estas interneuronas en relacion a la locomocion y
codificacion de refuerzo y castigo. Sus resultados muestran que la estimulacion de estas
interneuronas causa una reduccion de la locomocién mediante el incremento de la duracién
de los periodos de inmovilidad; en cambio, no encuentran diferencias con los ratones control
en la tarea de preferencia de lugar que emplean para medir la codificacion de refuerzo y

castigo.

Sin embargo, tanto las interneuronas PV como SOM de S1 ademas de proyectar al estriado
dorsolateral, y estar por tanto relacionadas con funciones sensoriomotoras, proyectan en
mayor escala al estriado dorsomedial, que esta involucrado en funciones cognitivas. Esto nos
lleva a pensar que las interneuronas GABAérgicas de S1, ademas de estar involucradas en la
expresion de comportamientos dirigidos a una meta a través del movimiento, también estan
altamente involucradas en los procesos que conducen a ese movimiento, como la
planificacion, el aprendizaje procedimental y tareas relacionadas con la memoria de trabajo

(Haber, 2016).

Debido a limitaciones de tiempo y recursos no hemos podido llevar a cabo experimentos
conductuales que muestren los posibles efectos comportamentales de su estimulacion y no
existen estudios previos que lo hayan comprobado; pero nuestra hipdtesis es que, debido a
que estas interneuronas proyectan tanto a regiones relacionadas con funciones
sensoriomotoras (DLS) como cognitivas (DMS), su estimulacion tendré efectos tanto en el

control motor como en la codificacién de la recompensa y castigo.
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En relacion con los resultados obtenidos para las interneuronas de FrA y dada la existencia
de una alta conectividad funcional de esta area con la actividad de la region dorsolateral del
estriado (Alegre-Cortés et al., 2021), nuestros resultados nos llevan a pensar que estas
conexiones son exclusivamente glutamatérgicas excitatorias y no GABA¢érgicas inhibitorias,
debido a que no obtenemos valores significativos de proyecciones de las interneuronas PV y

SOM desde FrA al estriado.

Este trabajo muestra la existencia de una via de inhibicion GABAérgica corticoestriatal desde
las areas sensoriomotoras M1 y S1. Sin embargo, es importante remarcar que estos resultados
son preliminares y estan influidos por algunas limitaciones como un nimero bajo de
muestras, la ausencia de experimentos conductuales que prueben sus efectos en el
comportamiento, y otras limitaciones mas técnicas como la cantidad limitada de virus que se
puede inyectar para prevenir la propagacion mas alla de las areas objetivo, que puede estar
influyendo en la subestimacion de las proyecciones. Finalmente, también es necesario
estudiar la funcionalidad de esas proyecciones; podria ocurrir que los axones estuvieran
cruzando el estriado sin contactar con sus neuronas. Esta posibilidad, no es descartable,
especialmente en la parte mas posterior del estriado, donde se observan una gran cantidad de
axones que descienden ipsilateralmente hacia otros ntcleos o regiones profundas, como el

talamo o la médula espinal.

Existen distintas razones que pueden explicar por qué estas conexiones no se han descubierto
hasta hace poco (Rock et al., 2016). En primer lugar, la escasez de interneuronas
GABA¢érgicas de largo alcance en relacion con el gran nimero de neuronas excitatorias que
se encuentran en la misma 4area y extienden sus axones con un recorrido similar puede
presentar una dificultad para su deteccion mediante marcaje anterogrado y retrégrado. En
segundo lugar, la mayoria de los estudios previos se ha centrado en areas estriatales mas
dorso-anteriores, por lo que es muy poco probable que muestren proyecciones GABAérgicas
de largo alcance desde areas sensoriomotoras, debido a que, como hemos demostrado, estas

proyectan mas hacia areas posteriores del estriado.
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5. CONCLUSION

1. Existe una via inhibitoria de proyecciones GABAérgicas de largo alcance que

inerva directamente al estriado

2. Las interneuronas PV de M1 estan involucradas en esta via inhibitoria

corticoestriatal.

3. S1 contiene interneuronas que expresan SOM y PV que mandan proyecciones de

largo alcance hacia el estriado a través de esta via inhibitoria.

El estriado es la principal estructura de entrada de informacion a los ganglios basales, un
complejo que participa en funciones motoras, cognitivas, emocionales y motivacionales, por
lo que sus alteraciones pueden causar una variedad de trastornos motores y psiquiatricos
como la Enfermedad de Parkinson, la Enfermedad de Huntington, Trastorno del Espectro
Autista, Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad, Depresion Mayor, Ansiedad

Generalizada y Esquizofrenia, entre otros.

El circuito corticoestriatal es una via neural que conecta la corteza cerebral con el estriado y
es ampliamente conocido que las neuronas corticales regulan la actividad de las MSNs en el
estriado a través de proyecciones glutamatérgicas/excitatorias. Este trabajo sugiere la
existencia de una via corticoestriatal GABAérgica/inhibitoria desde las areas corticales

M1y S1.

Conocer el patron de conectividad corticoestriatal y las dinamicas que moldean el flujo de
informacion que llega al estriado es vital para comprender, en ultima instancia, los cambios
comportamentales derivados de la funcion o disfuncion de los ganglios basales. Es por ello
que este trabajo se ha enfocado dentro del marco de la neurociencia cognitiva, un area donde
la psicologia y la neurociencia convergen para dar respuesta a como el SNC esta vinculado

con los procesos mentales y el comportamiento.

Mediante el estudio de la implicacion de las interneuronas GABAérgicas PV y SOM de las
areas corticales FrA, M1 y S1 en el circuito corticoestriatal, este trabajo aporta conocimientos
sobre los procesos que pueden subyacer al desarrollo de trastornos relacionados con los

ganglios basales.
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Evaluacion de riesgos laborales

No solicitado/No procede

Evaluacion ética humanos

No solicitado/No procede

Cadigo provisional 240520090202
Cddigo de autorizacién COIR TFG.GPS.DLI.MNB.240520
Caducidad 2 afios

Se considera que la presente actividad no supone riesgos laborales adicionales a los ya evaluados en el proyecto de
investigacion al que se adhiere. No obstante, es responsabilidad del tutor/a informar y/o formar al estudiante de
los posibles riesgos laborales de la presente actividad.

La necesidad de evaluacion ética del trabajo titulado: UNA VIiA DE INHIBICION CORTICOESTRIATAL: IMPLICACION
DE LAS INTERNEURONAS CORTICALES PV Y SOM ha sido realizada en base a la informacién aportada en el
formulario online: “TFG/TFM: Solicitud Cddigo de Investigacién Responsable (COIR)”, habiéndose determinado que
no requiere ninguna evaluacion adicional. Es importante destacar que si la informacion aportada en dicho
formulario no es correcta este informe no tiene validez.

Por todo lo anterior, se autoriza la realizacion de la presente actividad.

Atentamente,

4

Alberto Pastor Campos

Jefe de la Oficina de Investigacion Responsable
Vicerrectorado de Investigacidn y Transferencia

Péginalde2
COMITE DE ETICA E INTEGRIDAD EN LA INVESTIGACION
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y TRANSFERENCIA
UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE

34



WERS/,

VW U’P

2
2,
deg. 5'4

“
>
! Het™

Informacién adicional:

- En caso de que la presente actividad se desarrolle total o parcialmente en otras instituciones es responsabilidad del investigador principal
solicitar cuantas autorizaciones sean pertinentes, de manera que se garantice, al menos, que los responsables de las mismas estdn
informados.

- Le recordamos que durante la realizacion de este trabajo debe cumplir con las exigencias en materia de prevencién de riesgos laborales.
En concreto: las recogidas en el plan de prevencién de la UMH y en las planificaciones preventivas de las unidades en las que se integra la
investigacion. Igualmente, debe promover la realizacién de reconocimientos médicos periddicos entre su personal; cumplir con los
procedimientos sobre coordinacién de actividades empresariales en el caso de que trabaje en el centro de trabajo de otra empresa o que
personal de otra empresa se desplace a las instalaciones de la UMH; y atender a las obligaciones formativas del personal en materia de
prevencién de riesgos laborales. Le indicamos que tiene a su disposicién al Servicio de Prevencién de la UMH para asesorarle en esta
materia.

La informacion descriptiva bdsica del
presente trabajo serd incorporada al
repositorio publico de Trabajos fin de
Grado y Trabajos Fin de Master autorizados
por la Oficina de Investigacion Responsable
de la Universidad Miguel Herndndez
También se puede acceder a través de
https://oirumh.es/solicitud-de-evaluacion
[tig-tfm/

Pagina2 de 2
COMITE DE ETICA E INTEGRIDAD EN LA INVESTIGACION
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y TRANSFERENCIA
UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE

35



