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RESUMEN

El neoestriado es un nucleo neuronal que forma parte de los ganglios basales.
Dichos nucleos estan relacionados con la codificacion de los movimientos, el
aprendizaje asociativo y la memoria de procedimientos. El neoestriado es el
nacleo principal de entrada de los ganglios basales, recibe y procesa informacion
proveniente de la corteza cerebral, de los ndcleos intralaminares del talamo, de
la sustancia negra parte compacta, entre otras estructuras. La “informacién
procesada” por el neoestriado es enviada a los nucleos intermedios (el globo
palido externo y el nucleo subtaldamico) y a los nucleos de salida (el globo palido
interno y la sustancia nigra pars reticulata). Los nucleos de salida, por medio de
sus proyecciones hacia el tdlamo y su regreso hacia la corteza motora o
premotora, influyen en el comportamiento motor.

La dopamina es un neuromodulador que participa en el procesamiento e
integracion de la informacion en el neoestriado. Este neuromodulador es
producido por las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra parte
compacta, cuando méas del 95% de las neuronas de este nucleo mueren, se
genera rigidez, bradicinecia, acinesia, congelamiento y alteracion en la postura,
sintomas caracteristicos de la Enfermedad de Parkinson.

Esta tesis describe el comportamiento de la actividad de la red neuronal
del neoestriado en un modelo animal de la Enfermedad de Parkinson; para esto
nosotros generamos un modelo hemiparkinsoniano en ratas de 12-14 dias de
edad, lesionando las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars
compacta. Obtuvimos rebanadas  corticoestriatales de las ratas
hemiparkinsonianas y utilizando técnicas de epifluorescencia registramos el
comportamiento de red en las neuronas estriatales. Los resultados obtenidos
muestran un aumento en la actividad y sincronizacion espontanea de las
neuronas neoestriatales, contrastando con la actividad esporadica vy
desincronizada que se presenta en una rebanada corticoestriatal de una rata

normal.



INTRODUCCION

Ganglios Basales

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de nucleos neuronales ubicados en
el cerebro medio y anterior de los mamiferos, aves, reptiles y peces pulmonados.
Estos nucleos estan relacionados con el control motor (Prescott et al., 2003)
pues regulan las conductas voluntarias y el paso entre unas y otras (Redgrave et
al., 1999). Los GB conformados por grupos neuronales denominados de entrada,
como el neoestriado (NE), intermedios como la sustancia negra parte compacta
(SNc), el globo pélido externo (GPe) y el nucleo subtalamico (NST); y de salida
como el globo palido interno (GPi) y la sustancia negra parte reticulada (SNr)
(Witchmann, 1999). EIl NE recibe aferencias de toda la corteza (Cx) cerebral
(sensorial, motora y de asociacion), de los nucleos intralaminares del talamo, de
la SNc, entre otras estructuras. El NE integra dicha informacion y la envia a los
nacleos intermedios: GPe y NST, o a los nucleos de salida: GPi y SNr que
proyectan hacia el circuito talamo-cortical influyendo en el comportamiento
motor. Por lo anterior el NE es considerado el principal ntcleo de procesamiento

de la informacioén en los GB.

El Neoestriado.

El NE es el nacleo neuronal mas grande de los GB. Contiene dos grupos
de poblaciones neuronales denominados principales e interneuronas (Bennett y
Wilson, 2000). Las neuronas principales (90-95%), son las neuronas espinosas
medianas (NEM), llamadas asi debido a la gran cantidad de espinas dendriticas
gue poseen. Estas neuronas tienen un soma con un diametro de 12 a 20 um, del
cual surgen de 3 a 6 troncos dendriticos principales, cada uno de estos troncos a
su vez se ramifica en dos procesos, que pueden volverse a ramificar una o dos
veces mas, llegando a abarcar un volumen de 300-500 um de diametro. Como
ya se menciond antes, las dendritas estan densamente cubiertas de espinas,
mismas que contribuyen con cerca de la mitad de la superficie total de la célula
(Wilson 1980; Bennett y Wilson, 2000; Difliglia et al., 1976).



Las NEM reciben entradas sinpticas glutamatérgicas provenientes de la
Cx, la linea media y los nucleos intralaminares del tadlamo (Divac et al., 1977,
McGeer et al., 1977; Reubi y Cuenod, 1979; Godukhin et al., 1980; Hassler et al.,
1982), entradas colinérgicas y GABAérgicas de diferentes interneuronas locales.
Las NEM ejercen un poderoso efecto inhibitorio sobre sus células blanco,
actuando a través de receptores GABAA en la SNr y en el GP, ademas, se
inhiben unas a otras a través de colaterales axonicas. Por otro lado, estas
neuronas reciben numerosas aferentes dopaminérgicas, debido a que son el
blanco principal de las proyecciones de la SNc hacia el NE (Tepper y Plenz,
2005). Estudios realizados en monos y ratas han mostrado que las neuronas
neoestriatales, muy probablemente las NEM, aumentan su frecuencia de disparo
durante la ejecucion de algin movimiento voluntario o en presencia de alguna
sefal disparadora de movimientos (Wilson, 1993; Kiyatkin y Rebec, 1996;
Cepeda y Levine, 1998; Nicola et al., 2000).

El otro tipo neuronal presente en el NE son las interneuronas (5-10%). Se
han descrito 4 subtipos de interneuronas que se pueden dividir en dos
categorias: las interneuronas gigantes colinérgicas y las interneuronas

inhibitorias.

Las interneuronas gigantes colinérgicas forman el 2% de la poblacion
neuronal del neoestriado, (Phelps et al., 1985, 1zzo y Bolam, 1988). Tienen un
soma que mide entre 20 y 50 um de diametro, del cual surgen 2 a 4 troncos
dendriticos primarios que se ramifican en varias dendritas de orden superior por
varios milimetros. El axdn presenta muchas ramificaciones y forma una
arborizacion profusa que abarca una mayor area que la de las dendritas (Bennet
y Wilson, 2000). Estas interneuronas inervan a las NEMs y a las interneuronas
GABAérgicas inmunoreactivas a parvoalbumina (descritas mas adelante) (Koo6s
y Tepper, 2002). Las interneuronas colinérgicas reciben aferentes excitatorias
provenientes del tAlamo (Bolam y Smith, 1995), aferentes inhibitorias moduladas
presinapticamente por receptores dopaminérgicos de la clase D, (Momiyama,

2003) y entradas dopaminérgicas de la SNc (Bennet y Wilson, 2000).



Las interneuronas inmunoreactivas a parvoalbumina son de naturaleza
GABAérgica y constituyen el 1% de la poblacion neuronal del NE. El didametro de
su soma es de 10 a 30 um (Rymar et al.,, 2004). Estas neuronas presentan
dendritas lisas en las proximidades del soma y en las zonas distales al soma
pueden presentar varicosidades (Tepper y Plenz, 2005). Existen interneuronas
inmunoreactivas a parvoalbimina mas grandes que las anteriores, con un soma
mayor a 50 um que presentan una arborizacién dendritica del doble de volumen
que las anteriores (Kawaguchi, 1993; Kawaguchi et al., 1995; Koés y Tepper,
1999). Ambas neuronas presentan una arborizacion axonal profusa, con un
volumen mayor que aquel de sus arborizaciones dendriticas. Dichas
arborizaciones hacen contacto sinaptico sobre los somas y las dendritas
proximales de las NEMs. Las interneurons inmunoreactivas a parvoalbumina
reciben aferencias glutamatérgicas de la neocorteza, asi como aferentes de
neuronas GABAEérgicas del globo palido (Bolam y Smith, 1995; Bevan et al.,
1998; Kita y Kita, 2001) y por ultimo reciben aferentes de la interneurona gigante
colinérgica antes mencionada (Bolam y Smith, 1995; Kawaguchi et al., 1995;

Koos y Tepper, 1999).

Las interneuronas parvoalbumina positivas son denominadas de disparo
rapido (DR), pues una vez estimuladas despolarizan en rafagas con una
frecuencia de hasta 300 Hz. En registros in vivo se ha visto que esta neurona
presenta disparos espontaneos (Kita, 1993). También es posible inducir en
rebanadas de cerebro el disparo en rafagas bajo ciertas condiciones (Carrillo-
Reid et al, 2008). Es interesante resaltar que las interneuronas DR tienen
receptores nicotinicos y muscarinicos, mientras que las NEM sélo tienen
receptores muscarinicos (Kods and Tepper, 2002). Otra caracteristica importante
de estas neuronas es que se encuentran acopladas eléctricamente lo que les
permite tener un control global sobre las neuronas del NE (Nisenbaum y Berger,
1992; Kita et al., 1990; Kods y Tepper, 1999; Berke et al., 2004; Mallet et al.,
2005).



Otro grupo de interneuronas GABAérgicas presentes en el NE son las
que contienen somatostatina, neuropéptido Y y NADPH-d. Estas constituyen
menos del 1% del total de la poblacion neuronal del NE (Rymar et al., 2004), y
son de tipo bipolar. Las dendritas de estas neuronas son menos ramificadas que
las anteriores, ademas de ser mas lisas. La arborizaciébn axonal es apenas
mayor que la dendritica. Estas interneuronas reciben aferentes monosinapticas
glutamatérgicas de la corteza y del talamo, asi como GABAEérgicas provenientes
de las interneuronas DR y del globo pdlido (Bolam y Smith, 1995). La
caracteristica electrofisiologica principal de estas interneuronas es que
presentan espigas de calcio de bajo umbral (LTS, por sus siglas en ingles "low
thershold spiking”) y una despolarizacion sensible a cobalto que es mas
evidente en el cese de pulsos hiperpolarizantes (Kawaguchi, 1993; Koés y
Tepper, 1999).

Por ultimo existe un tercer tipo de interneurona GABAérgica presente en
el NE. Esta se caracteriza por contener calretinina, una proteina amortiguadora
de calcio celular. Estas neuronas constituyen el 0.5% de la poblacion neuronal
del NE y anatdbmicamente poseen pocas ramificaciones dendriticas (Bennet y
Bolam, 1993). Hasta la fecha no existen reportes de registros electrofisiologicos
de este tipo de interneurona por lo que su fenotipo electrofisiologico es aun

desconocido (Tepper y Bolam, 2004).

Organizacion funcional de los Ganglios Basales

Vias directa e indirecta

Las NEMs del NE se han clasificado en 2 grupos, en base a los nucleos a
los que dirijen sus proyecciones (Germen y Young, 1988; Albin et al.,1989;
Delong, 1990; Alexander, 1995). El primer grupo de NEMs constituye la via
denominada indirecta. Estas neuronas envian sus  proyecciones

GABAérgicas/encefalinérgicas hacia el GPe.



El segundo grupo forma parte de la via directa. Estas NEMs envian sus
proyecciones hacia el GPi y la SNr, estas neuronas ademas de GABA sintetizan
sustancia P (SP) (Albin et al., 1989; Wilson, 1988; Gerfen y Young, 1988; De
Long, 1990). (Figura 1)

' Neoestriado
D2« » D1

~ GPi/SNr '_

<~ Excitatoria

; B
Inhibit
Tallo cerebral y < Inhibitoria
Médula espinal ‘: -~ via directa

:/"'“*"—3‘( via indirecta
Figural. Diagrama simplificado de los GB donde se muestran sus principales componentes (rectangulos
anaranjados: neoestriado, globo palido externo e interno, sustancia nigra reticulata y compacta, nucleo

subtaldmico, ndcleo acumbens) asi como las conexiones de la via directa (lineas verdes) y la indirecta
(lineas azules); las flechas rojas representan una sinapsis excitatorias y las negras las inhibitorias.

Como ya se mencion6 antes el GPi y la SNr, son los nucleos de salida e
inervan a los nucleos ventro basales del talamo (T). De estos nucleos surge el
circuito talamo-cortical que modifica la actividad de salida de las cortezas motora
y premotora. De esta forma el circuito que comenzo en la corteza se cierra en la

misma corteza.



La informacion que salié originalmente de la corteza es contrastada con
las entradas sensoriales y transformada por las vias directa e indirecta de los
GB. Hasta el momento no se ha logrado entender del todo que es lo que hacen
los GB con los comandos motores de la corteza pero se han generado diferentes
hipotesis. Una postula que los GB ayudan a separar funcionalmente a las
poblaciones neuronales que activan los masculos agonistas de las que activan
los antagonistas (Mink, 1996). Esta separacion tiene que ocurrir en una sucesion
rapida ya que dentro de un programa motor las secuencias activan y desactivan
a los grupos musculares involucrados siguiendo un patron temporal definido;
Ademas grupos musculares antagonistas para un programa motor pueden ser
agonistas para otros programas. Por lo mismo el aprendizaje de un programa
motor soélo se logra después de muchas repeticiones. De esta forma se cree que
los GB se encuentran involucrados en el condicionamiento, la memoria y el

aprendizaje de procedimientos (Schultz, 1998).

Los nucleos de salida de los GB, el GPi y la SNr, tienen proyecciones
GABAérgicas inhibitorias hacia el circuito talamo-cortical. De esta forma, la
actividad tonica de estos nucleos de salida, que disparan potenciales de accion
constantemente con una frecuencia entre 20 y 50 Hz, mantiene inhibido este
circuito. El GPi y la SNr tienen una representacion topografica de todos los
musculos del cuerpo. La constante actividad de estos nucleos mantiene
inhibidos a grandes grupos musculares, oponiéndose a la activacion muscular
generalizada, creada por la formacion reticular del tallo cerebral. Para efectuar
algin movimiento voluntario es necesario inhibir selectivamente a algunas
neuronas de los nucleos de salida y asi eliminar temporalmente su actividad
ténica y por lo tanto activar un grupo muscular especifico (Alexander, 1995;
Mink, 1993, Wilson, 1993).

Entonces podriamos decir que una de las funciones del neoestriado es

“dejar” salir los movimientos al desinhibir a los circuitos talamo-corticales.



Via directa

La via directa permite la activacion focalizada del circuito talamo-cortical
mediante la inhibicion de los ndcleos de salida de los GB. Esto ocurre cuando las
neuronas del GPi y la SNr reciben rafagas de potenciales de accion
GABAérgicos enviados por las NEMs del NE. Las rafagas de potenciales de
accion de las NEMs son comandadas por la corteza cerebral por medio de
proyecciones glutamatérgicas hacia el NE (Wilson, 1998). De esta forma dos
grupos neuronales inhibitorios en serie, uno del NE y el otro del GPi/SNr,

permiten la desinhibicion del circuito talamo-cortical (Alexander, 1995).

Modulacion de la dopamina en las neuronas de la via directa.

La dopamina es un neurotransmisor liberado por las neuronas de la SNc
que inervan el NE. Esta activa, dentro de la via directa, a los receptores de la
familia D1 de las NEMs (Albin et al., 1989; Gerfen et al., 1990). La activacion de
este receptor en las NEMs hace que aumente la excitacién producida por la
activacion cortical, aumentandose el efecto de desinhibicion de los circuitos

talamo-corticales permitiendo el movimiento muscular (Alexander, 1995).

El aumento en la excitacion de las NEMs se debe a la facilitacion de las
corrientes de calcio en estas neuronas (Surmeier et al., 1995, Hernandez-Lopez,
1997) y a la facilitacion de las corrientes sinapticas de tipo NMDA (Cepeda y
Levine, 1998). Esta facilitacion, efectuada por la dopamina sélo tiene lugar
cuando las NEMs estan recibiendo simultdneamente comandos corticales, esto
quiere decir que solo se presenta esta facilitacion cuando se alcanza un voltaje
despolarizado para que puedan abrirse los canales NMDA y el canal de calcio
tipo L. De lo contrario en ausencia de entradas logisticas activadoras la
dopamina, en lugar de tener un efecto excitador, tendria un efecto inhibidor
aumentando el umbral de disparo cuando la neurona se encuentra en reposo 0

inhibida (Hernandez-Lopez et al., 1997). Esto se debe a que la dopamina en



potenciales cercanos al potencial de reposo (potenciales de membrana
negativos, -90 mV), promueve la activacion de canales de potasio rectificadores
de entrada (Pacheco-Cano et al., 1996). Por lo tanto la dopamina actia como un
neuromodulador, modificando la actividad de varios tipos de canales
simultaneamente ocasionando cambios en la excitabilidad celular, cuyos efectos

netos que dependen del potencial de membrana.

El efecto modulador ejercido por la dopamina sobre las NEMs crea una
mejor separacién entre las neuronas que activan a los masculos agonistas y las
que activan a los musculos antagonistas, ocasionando la activacion de
secuencias musculares adecuadas con una temporalizacion correcta. Aunado a
esto, las colaterales axonicas de las NEMs de la via directa e indirecta generan
un mecanismo de inhibicion lateral entre ellas (Tunstall et al., 2002; Czubayko y
Plenz, 2002), que les permite seleccionar los comandos corticales que seran
ejecutados y los que seran suprimidos. Esto se refleja en un movimiento
voluntario normal. Por otro lado, cuando la separacion entre la activacion de
secuencias musculares no es adecuada, se presentan co-activaciones de
musculos agonistas y antagonistas; lo que genera rigidez y otros padecimientos

caracteristicos de la Enfermedad de Parkinson.

Debido al efecto inhibitorio de la dopamina y de las colaterales axdnicas
entre las NEMs, un comando cortical tiene que sobrepasar un nivel de intensidad
suficiente para activar el “filtro” del NE. Esto ocurre cuando varias neuronas
piramidales de la corteza se activan sincronicamente para activar a las NEMs.
Cuando esto ocurre, y se genera un tren de disparos en las NEMs, la dopamina
facilita y prolonga la respuesta de estas neuronas debido a las acciones
modulatérias sobre los canales de calcio tipo L y NMDA. Se ha demostrado que
la accion moduladora de la dopamina una vez que se supera el filtro inhibitorio
del NE, no deja que esa sefial disminuya sino que la amplifica. Teniendo como

resultado final un aumento en la tasa sefal/ruido del comando cortical.
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Via indirecta

La via indirecta tiene un efecto contrario al de la via directa, de forma tal
gue se aumenta la actividad de los nucleos de salida produciéndose una
sobreinhibicién del circuito talamo-cortical impidiendo la generacion de
movimientos voluntarios. ¢ Como sucede esto? Esta via al igual que la via directa
contiene dos grupos de neuronas inhibitorias en serie, las NEMs de esta via, al
recibir un comando cortical, mandan sus proyecciones GABAérgicas hacia el
GPe, nucleo que continuamente esta inhibiendo al NST. De esta forma la funcion
principal de las NEMs de la via indirecta es aumentar la actividad del NST. El
NST tiene un disparo ténico glutamatérgico, que al desinhibirse activa a los
nacleos de salida (SNr/GPi) de los GB (Rinvik et al., 1993; Hammond et al.,
1978; Alexander 1995; Smith et al., 1998). De esta forma, un comando cortical
que activa la via indirecta aumenta la actividad de la SNr y el GPi produciendo
una sobreinhibicion del sistema talamo-cortical y por lo tanto inhibiendo la

ejecucion de movimientos.

El NST ademas de recibir entradas inhibitorias del GPe, también recibe
entradas directas de la corteza motora. Este nucleo tiene que hacer un balance
entre las aferentes glutamatérgicas de la corteza motora y las aferentes
GABAérgicas del GPe (Bevan et al., 1995; Hartmann-von et al., 1978; Kita y
Deniau, 1981). La facilitacion de las entradas corticales solo se presenta cuando
el NE lo permite, es decir cuando las NEMs inhiben al GPe; generando una
fuerte inhibicién de algunos grupos neuronales del circuito tdlamo-cortical y asi
evitando el movimiento para ciertos grupos musculares. A diferencia del NE,
que recibe aferencias de toda la corteza, las aferentes corticales que llegan al
NST solo provienen de la corteza motora (Bevan et al., 1995; Hatmann-von et
al., 1978; Kinzle, 1978; Nambu et al., 1996). Entonces se podria decir que el
NST, se encarga de equilibrar la actividad de diferentes poblaciones corticales;

unas se inhiben focalmente, mientras que otras mantienen un tono excitador.
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Modulacién de la dopamina sobre la via indirecta

La dopamina también tiene efectos moduladores en las NEMs de la via
indirecta. Estas neuronas expresan preferentemente receptores dopaminérgicos
de la familia D,. La activacién de estos receptores reduce la corriente de calcio
tipo-L (Hernandez-Lopez et al., 2000), desfavoreciendo la excitacion cortical. Por
lo tanto la dopamina facilita el disparo de las NEMs de la via directa activando
los movimientos y deprime el disparo de las NEMs de la via indirecta inhibiendo
el movimiento. El resultado final de la accién dopaminérgica dentro de los
nacleos de salida es favorecer la activacion del circuito talamo-cortical. Se puede
decir entonces que el grado de equilibrio entre la via directa e indirecta depende
de la dopamina. También se sabe que los receptores de la familia D2 tienen una
mayor afinidad por la DA que los receptores del tipo D1, de esta forma tal que
los receptores D2 se encuentran parcialmente activados por la liberacion basal
de DA (Schultz, 1998); mientras que los receptores D1 se activan s6lo por
elevaciones fésicas, mayores de la concentracion de DA (Gonon, 1997;
Herndndez-Lopez et al., 1997). Esto da pauta a suponer que la inhibicién
continua de la activacion muscular se encuentra modulada por los receptores D2
en la via indirecta, mientras que la actividad fasica de la DA se modula por
medio de los receptores D1 en la via directa, la cual selecciona a las poblaciones
neuronales que se activaran durante los movimientos (Mink, 1996). Entonces, la
via indirecta tendria la funcién de hacer mas evidente el contraste entre las

neuronas activadas y las no activadas.

Enfermedad de Parkinson y los circuitos de los ganglios basales

Durante la Enfermedad de Parkinson los niveles de dopamina en el NE
disminuyen drasticamente, lo cual genera un cambio en el patron de actividad en
las neuronas neoestriatales. Algunas teorias sobre la Enfermedad de Parkinson
sugieren que la pérdida de dopamina genera una sincronia excesiva en distintos

nacleos de los GB (Beiser et al., 1997). Sin embargo, las dinamicas de red y el
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papel de los mecanismos intrinsecos y extrinsecos involucrados en dicha
sincronizacion anormal en el estriado no han sido estudiados. Estos son algunos

de los principales objetivos en esta tesis.

La Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP), descrita por James Parkinson en 1817, es
un padecimiento neurodegenerativo que afecta al ~2% de la poblacién mundial,
aumentando su incidencia después de los 65 afios de edad. Muchas regiones
dentro del cerebro muestran alteraciones durante la EP, sin embargo los
sintomas motores de esta enfermedad estan claramente relacionados con la

degeneracion y muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc.

Durante esta enfermedad se genera la muerte de mas del 95% de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (Foix y Nicolesco,
1925), lo cual da como resultado la disminucion drastica de los niveles de
dopamina en el neoestriado por la ausencia de las proyecciones SNc-NE

(Ehringer y Hornykiewicz, 1960).

Por qué las neuronas dopaminérgicas se pierden durante esta
enfermedad aun no esta claro. Una de las teorias mas aceptadas de la muerte
neuronal dentro de la SNc, sugiere que la causa sea ocasionada por la propia
dopamina. Evidencias recientes sugieren que la oxidacién de la dopamina
citosOlica y de sus metabolitos, generan la liberacion de radicales libres que

dafian a las células de las SNc provocando su muerte (Greenamyre et al., 2004).

La ausencia de dopamina en el NE afecta el funcionamiento “normal” o
sano de este nudcleo, cambiando la actividad de red y como consecuencia,
genera disfunciones motoras caracteristicas tales como las acinesias, el
freezing, la dificultad para iniciar movimientos, etc. (Fahn y Przedborski, 2000).
Uno de los tratamientos farmacolégicos mas usados en las Ultimas décadas ha
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sido la levodopa, un precursor de la dopamina. Este fArmaco restaura los niveles
dopaminérgicos basales dentro del NE mejorando temporalmente los sintomas
motores de la enfermedad (Cotzias et al.,, 1969; Hornykiewicz, 1973). La
restauracion de los niveles dopaminérgicos de la via nigroestriatal, mediante el
tratamiento con L-Dopa no cura, ni detiene la progresion de la enfermedad e
incluso a la larga la empeoran, ya que se presentan complicaciones motoras
graves en un porcentaje alto de los pacientes (80%), volviendo esta enfermedad

aln mas dificil de controlar.

Los agentes antiparkinsonianos que hasta la fecha se han empleado para
la restauracion del funcionamiento adecuado del NE, se pueden dividir de la

siguiente manera:

1. Agentes que aumentan la sintesis de dopamina:
e L-DOPA: precursor natural de la dopamina, se puede utilizar junto con
carbidopa (inhibidor de descarboxilasa de aminoacidos aromaticos.

e Amantadine: facilita la liberacion de dopamina en terminales intactas.

2. Agentes que reducen el metabolismo de la dopamina:
e Selegiline: inhibe a la monoaminoxidasa B, evitando la degradacion de
la dopamina.

3. Agentes que activan los receptores dopaminérgicos:
e Bromocriptine: Agonista de receptores D2.

e Pergolide: Agonista de receptores D1 y D2.

4. Agentes anticolinérgicos.

Trihexyphenidyl: Antagonista de los receptores colinérgicos
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Aunque estos agentes se han empleado con resultados mas o menos
alentadores, ninguno ha logrado tener mejores resultados que el tratamiento con
L-DOPA. Esto se debe principalmente a que estas sustancias generalmente
intervienen con los procesos metabdlicos de otros neurotransmisores, no son
sustancias muy especificas, ya que tienen mas de un blanco donde ejercen su
efecto y finalmente no se conocen los mecanismos de accion de algunos de

estos agentes.

Por otro lado, dichos agentes han sido probados en células aisladas o en
modelos in vivo de la Enfermedad de Parkinson, sin embargo aun se desconoce

su efecto sobre la actividad global en la red neoestriatal.

En estudios recientes se ha podido registrar la actividad de la red estriatal
en rebanadas cortico-estriatales de cerebro de rata in vitro (Carrillo-Reid et al.,
2008). Con esta metodologia es posible estudiar el correlato neuronal de los
programas motores in vitro. La aplicacion de esta metodologia en modelos de
animales hemiparkinsonianos, nos permitird estudiar y comparar la actividad de
red del microcircuito neoestriatal normal con la actividad de un circuito alterado

en un modelo animal de la EP.

Nosotros hemos podido implementar este modelo lesionando ratas
jovenes de 12-14 dias de nacidas, y obteniendo rebanadas de cerebro cortico-
estriatales. Con el uso de epifluorescencia registramos la actividad en red
espontanea del NE. Estos experimentos nos han permitido analizar la actividad
del microcircuito estriatal en un modelo de la EP, mostrandonos la diferencia
entre la actividad espontanea de la red estriatal en presencia y ausencia de

dopamina in vitro.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la Enfermedad de Parkinson los niveles dopaminérgicos disminuyen
drasticamente en el NE (Foix y Nicolesco, 1925). Por lo tanto este
neurotransmisor no lleva a cabo su funcion modulatoria, lo cual genera un
cambio de la actividad de red en este nucleo. Esto nos sugirid la siguiente
pregunta: ¢Como se afecta la actividad global del nucleo estriado en ausencia

de dopamina?

OBJETIVO
Analizar con técnicas Opticas la actividad de la red neoestriatal de rata, en un

modelo de la Enfermedad de Parkinson.

HIPOTESIS

Se ha demostrado en modelos animales y pacientes de la EP que la denervacion
dopaminérgica del NE genera un incremento en la entrada sinaptica a este
nucleo y un cambio en la actividad del mismo (Galarraga et al. 1987; Tang et al.
2001; Day et al. 2006; Goldberg et al. 2004; Raz et al. 1996; Uhlhaas and Singer,
2006; Walters et al. 2007).

Por lo tanto, es posible que la actividad de la red neuronal estriatal que se
observara en el animal hemiparkinsoniano esté aumentada con respecto a la

encontrada en ratas normales, no lesionadas.
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METODOLOGIA

Lesidon de la SNc en ratas jovenes.

La ubicacién de la SNc en el cerebro de la rata adulta (130 dias de edad) esta
reportada en el atlas “The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates” (Paxinos and
Watson, 1998). Debido a que la técnica de imagenologia de calcio mediante
epifluorescencia es més eficiente mientras el animal sea mas joven, se cambio la
edad de las ratas por lo cual fue necesario adaptar las dimensiones
proporcionadas por el atlas. Por lo tanto fue necesario localizar a la SNc en las
ratas jovenes por medio de la inyeccién de azul de metileno considerando
distintas coordenadas. Mediante la introduccion del azul de metileno, fue posible
localizar mediante cortes coronales la estructura cerebral tefida. Las
coordenadas tipicamente empleadas en los animales adultos son:
anteroposterior (AP): 5.4, lateral (L):2.4, ventral (V):7.5. Después de varias
pruebas el ajuste de las coordenadas para las ratas jévenes de 12-14 dias de
edad quedaron de la siguiente manera: AP: 3.9, L: 2, V:6.8.

Se utilizaron ratas albinas Wistar macho de 12-14 dias de edad,
mantenidas en condiciones de laboratorio. Se les inyectd6 2ul de 6-
hidroxydopamina (6-OHDA) (Sigma-Aldrich- RBI, St Louis, MO, USA; 4 ug/ul en
0.9% de NaCl, 0.5% CgHsOs) en la SNc del hemisferio derecho, mediante
técnicas estereotaxicas convencionales utilizando un adaptador para ratén y asi
poder montar a las ratas jovenes. Las coordenadas estereotaxicas utilizadas
fueron las mencionadas anteriormente: AP:3.9, L:2, V:6.8.

Una semana después sé evalud el grado de la lesion con una prueba
estandarizada de conducta de giro, administrando intraperitonealmente (IP) 4
mg/kg de anfetamina y contabilizando los giros con la ayuda de un rotometro

automatizado.
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La administracion de anfetamina induce la liberacion de dopamina en las
terminales dopaminérgicas de las células de la SNc, invirtiendo el transportador
de DA. Por lo tanto, en una rata lesionada se han eliminado las terminales
dopaminérgicas del NE en el hemisferio lesionado, esto trae como consecuencia
que el aumento de la actividad dopaminérgica se presente en el lado intacto
promoviendo la actividad motora, ocasionando en las ratas con una buena
lesion, una conducta de giro ipsilateral a la lesién. Sdélo fueron utilizados como
modelos de la Enfermedad de Parkinson aquellos animales que superaron los
500 giros ipsilaterales al lado de la lesibn y que presentaron pocos giros
contralaterales en un lapso de 90 minutos (Figura 2). Estudios anteriores
reportan que esa cantidad de giros corresponde a una muerte >95% de células
dopaminérgicas de la SNc (Arias-Carrion et al. 2006; Dunnett et al, 1981,
Ungerstedt and Arbuthnott, 1971).
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Figura 2.

Prueba de giro con anfetamina IP

A: Esquema de una rata girando ipsilateralmente al lado de la lesion.

B: Promedio del nimero de giros contabilizados durante las pruebas de conducta de los animales hemiparkinsonianos.
I:giros ipsilaterales al hemisferio lesionado (eje y: nimeros de giros positivos); C: contralaterales (eje y: niUmeros de giros
negativos). La linea blanca indica el nimero minimo de giros que una rata tiene que dar para sea considerada como
modelo.
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Obtencion de rebanadas de cerebro

Las ratas hemiparkinsonianas fueron utilizadas 3 dias después de la evaluacion
conductual y también se utilizaron ratas sanas Wistar de 22-24 dias de nacidas
como controles. Las ratas fueron perfundidas con una solucion salina que
contiene en mM: 124 ColinaCl, 3.5 KCI, 1 MgCl,, 1 CaCl,, 26 NaHCO3; y 11
glucosa (saturada con 95% O, and 5% CO; pH=7.4; 298 mOsm/L). El cerebro
se sumergié en la misma solucién con colina a 4°C para llevar a cabo los cortes.
Con ayuda de un vibratomo (Vibratome Company), se obtuvieron rebanadas
oblicuas de 200 micras de grosor, después éstas se transfirieron a una solucion
salina control, que en lugar de ColinaCl contiene 123 mM de NaCl, a
temperatura ambiente (20-25°C) en donde permanecieron por lo menos una
hora antes del registro de fluorescencia. Las concentraciones de sales de esta
solucion control favorecen la aparicion de los estados activos (up-states) in Vitro
necesarios para la generar la actividad de red (Sanchez-Vives and McCormick,
2000; Vergara et al. 2003; Carrillo-Reid et al., 2008).

Imagenologia de calcio

Las rebanadas fueron incubadas en la oscuridad a 35°C durante 20-30 min
inmersas dentro de la solucion salina control en presencia de 10-20 uM
acetoximetil de Fluo-4 (Fluo-4AM) (Tef Labs, Austin, TX) en 0.1% de
dimetilsulfoxido, en una atmadsfera saturada con 95% O, y 5% CO,. Después de
la incubacion, las rebanadas se mantuvieron con un flujo continuo de la solucién
salina control dentro de la camara de registro, montada sobre la platina de un
microscopio vertical de epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i, Melvilla, Ny)
equipado con un objetivo 10X de inmersion en agua (apertura numérica de: 0.3).
La excitacion del fluoroforo se hizo a 488 nm conectando el microscopio
mediante una fibra éptica con un monocromador Polychrome V (TiLL Photonics).
La adquisicion de imagenes de fluorescencia se hizo a 510 nm con una camara
CCD (cooled digital camera) IMAGO-QE a 250-500 ms/imagen, 15 ms de
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exposicion por imagen. El software usado es TILLVISION (TiLL Photonics). Se
realizaron peliculas cortas bajo diferentes condiciones experimentales (100-250
segundos de duracion) con intervalos de 5-15 min durante aproximadamente

una hora. Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Andlisis de imagenes

El procesamiento de las secuencias de imagenes se llevd a cabo con los
programas Image J (v.1.36, Nacional Institutes of Healt), Multicell 2.0 y
programas escritos en IDL (Cossart et al., 2003; Mao et al., 2001; Schwartz et
al., 1998) o MATLAB (The Math-Works, Inc., Natick, MA).

Todas las neuronas activas fueron seleccionadas semi-automaticamente
y la media de fluorescencia fue calculada en funcién del tiempo. El ruido
generado por pixeles uUnicos fue descartado usando como filtro la media de 5
pixeles. Las sefales de fluorescencia dependientes de calcio fueron computadas
como (Fi-F,)/F, donde F; es la intensidad de fluorescencia en cualquier cuadro
(Frame) de la pelicula y F, es la fluorescencia basal (Fluorescencia promedio de

los 4 primeros cuadros de la pelicula).

Las sefales de calcio generadas por los potenciales de accién neuronales
son detectadas con base al valor umbral dado por la primera derivada de las
sefales de calcio (2.5 veces la desviacion estandar por arriba del valor del ruido)
(Carrillo-Reid et al., 2008). De esta forma obtuvimos una matriz binaria C X F,
donde C representa el nimero de neuronas activas y F el nimero de cuadros de
cada pelicula. Las espigas de actividad son sefialadas por “unos” en esta matriz
binaria, representando las transiciones a los estados despolarizados. Los
registros fueron inspeccionados manualmente para eliminar artefactos vy
registros de células con cambios de calcio muy lentos, que se piensa podrian
corresponder a las células gliales (Ikegaya et al. 2005; Sasaki et al. 2007).
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Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de correlaciones entre las espigas de calcio
presentes en el registro de distintas células, se registré el numero de
activaciones simultdneas por experimento (considerando la presencia de espigas
dentro de un rango de 3 cuadros). Para determinar el valor P de las espigas
simultdneas que ocurren por casualidad, se calcul6 la distribucién de la actividad
bajo la hipétesis nula de las espigas independientes usando 1,000 interacciones
en la simulacién de Monte Carlo (Mao et al., 2001).

El grado de correlacién entre las células activas fue calculado con el
coeficiente de correlacion Jaccard. De esta manera las células que se
encuentran correlacionadas estan unidas por lineas; el grosor de dichas lineas
representa el grado de correlacion. Aunque estos correlogramas nos brindan
informacion importante, resulta complicado distinguir la magnitud de la
correlacion entre las células, ya que la mayoria de las lineas se encuentran
sobrepuestas. Por lo tanto para mostrar de una manera mas clara la magnitud
de correlacion entre las células fueron generados mapas en pseudocolor con

base en los coeficientes de correlacion Jaccard.

También fueron identificados en funcién del tiempo los grupos de células
que se activaron simultaneamente. De esta forma a lo largo de un experimento
es posible identificar los picos de actividad sincronica (por ejemplo, aquellos que
incluian a mas células que las esperadas por casualidad), utilizando nuevamente
la simulacion Monte Carlo para validar la significancia de la sincronia. El umbral
utilizado corresponde a una significancia de P<0.05. El hecho de que existan
periodos espontédneos de actividad sincrénica demuestra que se trata de una
dinamica de red (Cossart el al., 2003, Carrillo-Reid et al., 2008).
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RESULTADOS

Como primer objetivo debimos de estandarizar el modelo de la lesién unilateral
de la SNc en ratas jévenes (12-14 dias de edad). La estandarizacion de dicho
modelo fue indispensable para el uso de técnicas de fluorescencia, ya que estas
técnicas se encuentran limitadas por la edad de los animales (3-4 semanas

como maximo) (Cossart et al., 2003).

La actividad de red neoestriatal fue registrada gracias a la utilizacion de
técnicas de microespectrofluorometria de Ca?*. Se ha demostrado que los
cambios de fluorescencia (AF/F) corresponden a los estados despolarizados de
las neuronas debido a la generacion de potenciales de accion que permiten la
entrada de calcio a las neuronas por medio de los canales de calcio sensibles a
voltaje; estos cambios tienen derivadas temporales (d(AF/F)/dt) que
corresponden temporalmente con la duracion de la rafaga de los disparos (Kerr
and Plenz, 2002; Cossart et al. 2003). En estudios anteriores, por medio del uso
simultaneo de registros electrofisioldgicos con epifluorescencia de Ca?‘en las
NEMSs, se ha mostrado que es necesario que se produzcan rafagas de dos o
mas potenciales de accién para que los cambios en la fluorescencia de Ca**

sean detectables (Carrillo-Reid et al., 2008) (ver Figura 3.).

22



\?

AN

20 mV
200 ms
-75 mV b
3 Y

| 5% AF/F

15s

c \\J\\
I 10%l/s
d(AF/F)/dt
D _____ i - —

Figura 3.

NuUmero de potenciales de accidn necesarios para producir transitorios de calcio detectables. A: Ejemplo de
potenciales de accidn generados por breves comandos intracelulares de corriente en una neurona espinosa
mediana. Las flechas sefialan los mismos registros mostrados en una escala de tiempo mas lenta. B: Los
potenciales de accién fueron provocados repetitivamente en series sucesivas (delimitadas por las lineas
punteadas) desde uno hasta cuatro potenciales de accion. C: Registro simultaneo de transitorios de calcio
acompafiados por sus correspondientes potenciales de accion. D: Primera derivada de las sefiales de calcio
mostradas en C. El umbral de deteccién (linea punteada) representa el valor de 2.5 veces la desviacion
estandar del ruido basal. El umbral es superado cuando se generan dos o mas potenciales de accion
(Carrillo-Reid et al., 2008).

Las imagenes obtenidas con esta técnica nos permitieron registrar la
actividad eléctrica de decenas de células simultineamente con una resolucion
de célula Unica. Esta actividad eléctrica fue medida indirectamente, como
cambios de fluorescencia. Secciones del estriado dorsal fueron examinadas en
rebanadas cortico-estriatales cargadas con el indicador de calcio fluo-4 AM. El
namero total de neuronas cargadas con este fluoréforo dentro del campo de
registro fue determinado al final de cada experimento mediante la aplicacion en
el flujo de una solucion salina conteniendo 50 mM de KCI durante 5 segundos
(Figura 4A). Los contornos de las células espontaneamente activas asi como las
silentes se muestran en la figura 4B (circulos vacios). Se examinaron
Unicamente las neuronas que estuvieron activas durante el experimento, de cada

secuencia de imagenes se obtuvo la proporcion de células activas/inactivas.
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Figura 4. Seleccion de neuronas cargadas con fluo 4-AM.

a) Neuronas de una rebanada corticoestriatal cargadas con fluo 4-AM. Respuesta a la aplicaciéon de 50mM
de KCI. b) Seleccion de los contornos de las neuronas que presentaron actividad durante el experimento.
Escala 100 micras.

En los registros de estriado una rata normal, no tratada, observamos,
como ya se habia reportado antes (Carrillo-Reid et al., 2008), una baja actividad
neuronal (Figura 5% n=10 rebanadas), confirmando que la red neoestriatal en
condiciones control se mantiene bastante “silenciosa’. En contraste encontramos
gue bajo las mismas condiciones de registro las rebanadas de los animales
hemiparkinsonianos presentan una actividad neuronal incrementada (circulos

llenos Figura 5B n=16 rebanadas).
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Figura 5. Actividad espontanea de la red estriatal.

a) Neuronas activas en el NE de una rata normal durante un registro (circulos rojos), los circulos
corresponden a células inactivas durante el experimento.

b) Neuronas activas en el NE de una rata hemiparkinsoniana durante un registro (circulos rojos), los
circulos vacios corresponden a células inactivas.

Escala: 100 micras.

24



En cada condicibn se le dio seguimiento a las células activas en,
registrando los cambios de fluorescencia a lo largo del tiempo y graficandolos
como ‘“raster plots”. En estas gréficas cada renglon corresponde a una célula
activa y cada columna corresponde a un cuadro. Los raster plots nos muestran
claramente la cantidad de células involucradas en la actividad de red ademas del
comportamiento que presenta cada célula a lo largo del registro.
Interesantemente, los registros en animales hemiparkinsonianos muestran mas
células activas y mas correlacionadas; en contraste con los animales control,
que presentan pocas células activas, las cuales frecuentemente estan

desincronizadas (Figura 6).
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Figura 6. Raster plots muestran la actividad neuronal neoestriatal espontanea en rebanadas
corticoestriatales de un animal sano (A) y uno hemiparkinsoniano (B).

Cada renglén representa una neurona activa diferente, las columnas representan cada una de los cuadros
del registro (segundos). Cada punto representa una rafaga de potenciales de accién en las neuronas
individuales.

Los histogramas temporales generados a partir de los raster plots,
muestran la actividad global de las células con respecto al tiempo. Cuando el
disparo de diferentes neuronas esta sincronizado, es posible observar picos de
sincronia en el histograma de la actividad global. Sorprendentemente
encontramos picos de correlacion y sincronizacion de distintos grupos
neuronales en todos los registros del los animales hemiparkinsonianos
(umbral=P<0.005) (Figura 7b), no siendo éste el caso en los animales normales

(Figura 7a.).
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Fig_ura 7. Histogramas temporales de la actividad neuronal de toda la rebanada estriatal a lo largo de un
rLeo(i‘,lsgigbs son la representacion de conjuntos de células que dispararon sincronicamente a lo largo del
experimento, cada pico de sincronizacion significativamente no azarosa esta sefialado con un asterisco.
Otra de las cosas que podemos observar es que las numerosas
neuronas que disparan sincronicamente pueden estar separadas cientos de
micras entre si y contener células no activas interpuestas (Figura 5b, circulos
rellenos). Los mapas de correlacién espacial (Figura 8.) muestran a los pares de
neuronas que tienen una actividad correlacionada estadisticamente significativa

(P<0.05) (el grosor de la linea es proporcional al grado de correlacion).

Figura 8. Mapas de correlacion espaciotemporales de la actividad espontanea en una rebanada control (A)
y una hemiparkinsoniana (B).

Cada punto representa una neurona dentro del campo de registro, las lineas unen a las neuronas que
tienen un disparo correlacionado (P<0.05). El grosor de las lineas representa el grado de correlacion que
existe entre las células.

Escala 100 micras.
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Cerca del 90% de las neuronas activas en los registros de los animales
hemiparkinsonianos muestran correlacion con otra(s) en algin momento dado
(Figura 8b). La mayoria de las células que presentan esta correlacion son las
que estan involucradas dentro de los picos de sincronizacion. Las graficas de
correlacion de esta actividad (Figura 9) demuestran que el grado de
sincronizacion de las neuronas activas es heterogéneo, demostrando que la
actividad generada durante la denervacion dopaminérgica no es generada por la
correlacion entre pares de neuronas, sino por una dinamica espacio-temporal de

muchas células. Nétese que esta dindmica no se presenta en el animal normal.
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Figura 9. Mapa de correlacion con todos los pares posibles de neuronas, nétese como se presenta una
distribucién heterogénea de los coeficientes de correlacion. (Para una mejor visualizacion la correlacion
entre las mismas células fue removida del mapa; linea negra.)
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En resumen, la actividad espontanea de las neuronas de los animales
hemiparkinsonianos se encuentra incrementada significativamente en
comparacion con la encontrada en los animales normales. Dicha actividad se
encuentra correlacionada, mostrando picos de sincronizacion frecuentes. En
contraste la poca actividad neuronal de la red estriatal de los animales control
presenta una escasa correlacion entre pares de neuronas y no muestra picos de

sincronizacion.
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METODOLOGIA

Lesidon de la SNc en ratas jovenes.

La ubicacién de la SNc en el cerebro de la rata adulta (130 dias de edad) esta
reportada en el atlas “The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates” (Paxinos and
Watson, 1998). Debido a que la técnica de imagenologia de calcio mediante
epifluorescencia es més eficiente mientras el animal sea mas joven, se cambio la
edad de las ratas por lo cual fue necesario adaptar las dimensiones
proporcionadas por el atlas. Por lo tanto fue necesario localizar a la SNc en las
ratas jovenes por medio de la inyeccién de azul de metileno considerando
distintas coordenadas. Mediante la introduccion del azul de metileno, fue posible
localizar mediante cortes coronales la estructura cerebral tefida. Las
coordenadas tipicamente empleadas en los animales adultos son:
anteroposterior (AP): 5.4, lateral (L):2.4, ventral (V):7.5. Después de varias
pruebas el ajuste de las coordenadas para las ratas jévenes de 12-14 dias de
edad quedaron de la siguiente manera: AP: 3.9, L: 2, V:6.8.

Se utilizaron ratas albinas Wistar macho de 12-14 dias de edad,
mantenidas en condiciones de laboratorio. Se les inyectd6 2ul de 6-
hidroxydopamina (6-OHDA) (Sigma-Aldrich- RBI, St Louis, MO, USA; 4 ug/ul en
0.9% de NaCl, 0.5% CgHsOs) en la SNc del hemisferio derecho, mediante
técnicas estereotaxicas convencionales utilizando un adaptador para ratén y asi
poder montar a las ratas jovenes. Las coordenadas estereotaxicas utilizadas
fueron las mencionadas anteriormente: AP:3.9, L:2, V:6.8.

Una semana después sé evalud el grado de la lesion con una prueba
estandarizada de conducta de giro, administrando intraperitonealmente (IP) 4
mg/kg de anfetamina y contabilizando los giros con la ayuda de un rotometro

automatizado.
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La administracion de anfetamina induce la liberacion de dopamina en las
terminales dopaminérgicas de las células de la SNc, invirtiendo el transportador
de DA. Por lo tanto, en una rata lesionada se han eliminado las terminales
dopaminérgicas del NE en el hemisferio lesionado, esto trae como consecuencia
que el aumento de la actividad dopaminérgica se presente en el lado intacto
promoviendo la actividad motora, ocasionando en las ratas con una buena
lesion, una conducta de giro ipsilateral a la lesién. Sdélo fueron utilizados como
modelos de la Enfermedad de Parkinson aquellos animales que superaron los
500 giros ipsilaterales al lado de la lesibn y que presentaron pocos giros
contralaterales en un lapso de 90 minutos (Figura 2). Estudios anteriores
reportan que esa cantidad de giros corresponde a una muerte >95% de células
dopaminérgicas de la SNc (Arias-Carrion et al. 2006; Dunnett et al, 1981,
Ungerstedt and Arbuthnott, 1971).

1600 —
1400 i
1200 ]
1000 ]

800 ]

600 —

No. de giros
(90 minutos)

400 —

200 —

-200 - I C

Figura 2.

Prueba de giro con anfetamina IP

A: Esquema de una rata girando ipsilateralmente al lado de la lesion.

B: Promedio del nimero de giros contabilizados durante las pruebas de conducta de los animales hemiparkinsonianos.
I:giros ipsilaterales al hemisferio lesionado (eje y: nimeros de giros positivos); C: contralaterales (eje y: niUmeros de giros
negativos). La linea blanca indica el nimero minimo de giros que una rata tiene que dar para sea considerada como
modelo.

18



Obtencion de rebanadas de cerebro

Las ratas hemiparkinsonianas fueron utilizadas 3 dias después de la evaluacion
conductual y también se utilizaron ratas sanas Wistar de 22-24 dias de nacidas
como controles. Las ratas fueron perfundidas con una solucion salina que
contiene en mM: 124 ColinaCl, 3.5 KCI, 1 MgCl,, 1 CaCl,, 26 NaHCO3; y 11
glucosa (saturada con 95% O, and 5% CO; pH=7.4; 298 mOsm/L). El cerebro
se sumergié en la misma solucién con colina a 4°C para llevar a cabo los cortes.
Con ayuda de un vibratomo (Vibratome Company), se obtuvieron rebanadas
oblicuas de 200 micras de grosor, después éstas se transfirieron a una solucion
salina control, que en lugar de ColinaCl contiene 123 mM de NaCl, a
temperatura ambiente (20-25°C) en donde permanecieron por lo menos una
hora antes del registro de fluorescencia. Las concentraciones de sales de esta
solucion control favorecen la aparicion de los estados activos (up-states) in Vitro
necesarios para la generar la actividad de red (Sanchez-Vives and McCormick,
2000; Vergara et al. 2003; Carrillo-Reid et al., 2008).

Imagenologia de calcio

Las rebanadas fueron incubadas en la oscuridad a 35°C durante 20-30 min
inmersas dentro de la solucion salina control en presencia de 10-20 uM
acetoximetil de Fluo-4 (Fluo-4AM) (Tef Labs, Austin, TX) en 0.1% de
dimetilsulfoxido, en una atmadsfera saturada con 95% O, y 5% CO,. Después de
la incubacion, las rebanadas se mantuvieron con un flujo continuo de la solucién
salina control dentro de la camara de registro, montada sobre la platina de un
microscopio vertical de epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i, Melvilla, Ny)
equipado con un objetivo 10X de inmersion en agua (apertura numérica de: 0.3).
La excitacion del fluoroforo se hizo a 488 nm conectando el microscopio
mediante una fibra éptica con un monocromador Polychrome V (TiLL Photonics).
La adquisicion de imagenes de fluorescencia se hizo a 510 nm con una camara
CCD (cooled digital camera) IMAGO-QE a 250-500 ms/imagen, 15 ms de
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exposicion por imagen. El software usado es TILLVISION (TiLL Photonics). Se
realizaron peliculas cortas bajo diferentes condiciones experimentales (100-250
segundos de duracion) con intervalos de 5-15 min durante aproximadamente

una hora. Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Andlisis de imagenes

El procesamiento de las secuencias de imagenes se llevd a cabo con los
programas Image J (v.1.36, Nacional Institutes of Healt), Multicell 2.0 y
programas escritos en IDL (Cossart et al., 2003; Mao et al., 2001; Schwartz et
al., 1998) o MATLAB (The Math-Works, Inc., Natick, MA).

Todas las neuronas activas fueron seleccionadas semi-automaticamente
y la media de fluorescencia fue calculada en funcién del tiempo. El ruido
generado por pixeles uUnicos fue descartado usando como filtro la media de 5
pixeles. Las sefales de fluorescencia dependientes de calcio fueron computadas
como (Fi-F,)/F, donde F; es la intensidad de fluorescencia en cualquier cuadro
(Frame) de la pelicula y F, es la fluorescencia basal (Fluorescencia promedio de

los 4 primeros cuadros de la pelicula).

Las sefales de calcio generadas por los potenciales de accién neuronales
son detectadas con base al valor umbral dado por la primera derivada de las
sefales de calcio (2.5 veces la desviacion estandar por arriba del valor del ruido)
(Carrillo-Reid et al., 2008). De esta forma obtuvimos una matriz binaria C X F,
donde C representa el nimero de neuronas activas y F el nimero de cuadros de
cada pelicula. Las espigas de actividad son sefialadas por “unos” en esta matriz
binaria, representando las transiciones a los estados despolarizados. Los
registros fueron inspeccionados manualmente para eliminar artefactos vy
registros de células con cambios de calcio muy lentos, que se piensa podrian
corresponder a las células gliales (Ikegaya et al. 2005; Sasaki et al. 2007).
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Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de correlaciones entre las espigas de calcio
presentes en el registro de distintas células, se registré el numero de
activaciones simultdneas por experimento (considerando la presencia de espigas
dentro de un rango de 3 cuadros). Para determinar el valor P de las espigas
simultdneas que ocurren por casualidad, se calcul6 la distribucién de la actividad
bajo la hipétesis nula de las espigas independientes usando 1,000 interacciones
en la simulacién de Monte Carlo (Mao et al., 2001).

El grado de correlacién entre las células activas fue calculado con el
coeficiente de correlacion Jaccard. De esta manera las células que se
encuentran correlacionadas estan unidas por lineas; el grosor de dichas lineas
representa el grado de correlacion. Aunque estos correlogramas nos brindan
informacion importante, resulta complicado distinguir la magnitud de la
correlacion entre las células, ya que la mayoria de las lineas se encuentran
sobrepuestas. Por lo tanto para mostrar de una manera mas clara la magnitud
de correlacion entre las células fueron generados mapas en pseudocolor con

base en los coeficientes de correlacion Jaccard.

También fueron identificados en funcién del tiempo los grupos de células
que se activaron simultaneamente. De esta forma a lo largo de un experimento
es posible identificar los picos de actividad sincronica (por ejemplo, aquellos que
incluian a mas células que las esperadas por casualidad), utilizando nuevamente
la simulacion Monte Carlo para validar la significancia de la sincronia. El umbral
utilizado corresponde a una significancia de P<0.05. El hecho de que existan
periodos espontédneos de actividad sincrénica demuestra que se trata de una
dinamica de red (Cossart el al., 2003, Carrillo-Reid et al., 2008).
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DISCUSION

El desarrollo de esta preparacién in vitro, nos abre muchas posibilidades en la
investigacion de la fisiologia y fisiopatia del estriado ya que el incremento y
cambio de patrones de actividad dentro del NE durante la deplecion
dopaminérgica descrito tanto in vitro como in vivo (Galarraga et al., 1987; Tang
et al., 2001; Day et al., 2006; Goldberg et al., 2004; Raz et al., 1996; Uhlhaas
and Singer, 2006; Walters et al.,, 2007) es claramente reproducible a nivel de
microcircuito, haciendo de esta preparacion una excelente herramienta para el
analisis objetivo de los posibles tratamientos de la EP. Ademas gracias al uso de
esta técnica por primera vez se puede llenar el espacio vacio existente entre la
bioquimica y la conducta, correlacionando las pruebas de comportamiento (por
ejemplo, conducta de giro) con cambios bioquimicos y electrofisiologia celular,
generando la oportunidad de probar nuevas hipodtesis y correlaciones de

comportamiento a nivel de microcircuito.

La sincronia entre diferentes neuronas es un fendmeno que se ha
observado de manera fisiologica durante la ejecucién de distintas conductas
motoras voluntarias como caminar, correr, escribir, nadar, etc. (Gordon vy
Whelan, 2006; Kiehn, 2006; Schnitzler y Gross, 2005). En sujetos sanos se
observa que las conductas se pueden iniciar, detener y cambiar de una conducta
a otra de forma continua y simple. De una forma similar la sincronia celular inicia,
se detiene y cambia reclutando distintos grupos neuronales dentro del NE en
presencia de estimulos que se saben estan relacionados con el movimiento
(Carrillo-Reid et al., 2008, Ossowska y Wolfarth, 1995). Nuestros resultados
pueden ser utiles para entender por qué las personas con EP presentan una
incapacidad de realizar estas tareas motoras simples. Nuestros métodos
muestran que en ausencia de cualquier estimulo, las neuronas del NE parecen
estar atrapadas en un estado sincrénico general constante. Es posible que esta

actividad anormal le impida al NE de llevar a cabo su funcién de “filtro”.
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Se ha demostrado que en condiciones patolégicas, el circuito GP-NST-
SNr presenta actividad oscilatoria en rafagas a una frecuencia de 10 — 25 Hz
(Bergman et al., 1994; Bevan et al., 2002; Plenz y Kitai, 1999). La sincronizacién
observada en nuestros registros de animales denervados coincide con el modelo
oscilatorio de la fisiopatologia de la EP donde se postula que durante la
sincronizacion celular exagerada, recluta un gran nimero de neuronas en esta
actividad oscilatoria no dejando neuronas disponibles para poder participar en el
control de los movimientos voluntarios (Bevan etal., 2002; Bergman et al., 1994,
Galarraga et al 1987; Hutchison et al., 2004;Kreiss et al., 1996; Levy et al., 2000;
Magill et al., 2001; Salamone et al., 1998;Tang et al., 2001).

Por otro lado, el modelo de la “tasa de disparo” (Albin et al., 1989; Mink,
1996; Smith et al., 1998), postula que los sintomas de la EP resultan de un
desequilibrio entre las vias directa e indirecta que proyectan hacia los nucleos de
salida (SNr/GPi), disminuyendo la actividad de las neuronas de la via directa y
aumentando en las neuronas de la via indirecta provocando, gracias a la
inhibicion del GPe, que la conexion NST-SNr se refuerce, inhibiendo el circuito
talamo-cortical (Figura 10). Tomando en cuenta este modelo, podriamos suponer
que las neuronas que presentan una hiperactividad en nuestros experimentos
pertenecen a las NEMs de la via indirecta y por lo tanto se presentan acinesias
en los animales hemiparkinsonianos debido a la sobreexcitacion de los ndcleos
de salida. Estas hipétesis puede ponerse a prueba utilizando animales knock-in
los cuales coexpresan proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en ingles)
con algun receptor dopaminérgico especifico aunado a esta preparacion

implementada en esta tesis.
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Figura 10.

Diagrama simplificado de los GB (recuadros naranjas) durante la Enfermedad de Parkinson (Muerte
neuronal de la SNc). Las lineas difuminadas representan una pérdida de la sinapsis mientras que las lineas
engrosadas representan un aumento.
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CONCLUSIONES

e El uso de fluorescencia de calcio en rebanadas corticoestriatales de
animales hemiparkinsonianos, es una preparacion potencialmente muy
atil para el estudio de los cambios de actividad en la red neoestriatal

durante la EP.

e Demostramos que la ausencia de Dopamina en el NE genera un aumento

en la actividad espontanea de la red estriatal.

e Dicha actividad se acompafia de una sincronia espacio-temporal que

involucra a la mayoria de las células activas en algdn momento dado.
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PERSPECTIVAS

El desarrollo de esta metodologia nos ofrece la oportunidad de probar una gran
cantidad de hipédtesis, que surgen de preguntas simples como ¢Qué es lo que
genera esta actividad anormal?, ¢Realmente son las NEMs de la via indirecta
las responsables de esta actividad sincronica?, ¢Como se ve modificada la
actividad de las interneuronas?, ¢Qué efecto tienen los agentes

antiparkinsonianos en la red estriatal? , etc.

Gracias al desarrollo de esta nueva preparacion, se abre una nueva
herramienta para estudiar la red estriatal, siendo estos resultados sélo un punto
de partida para poder entender mejor que sucede con la actividad de circuito en
los GB durante enfermedades neurodegenerativas.
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