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Resumen
Los Ganglios Basales son un grupo de ndcleos subcorticales responsables del control motor;

el principal ndcleo de entrada a los Ganglios Basales es el estriado; la informacién motora
fluye a través de este, por medio de dos poblaciones de neuronas de proyeccion distintas,
unas asociadas a la aparicion del movimiento llamadas de la via directa y otras a la inhibicion
de estas denominadas de la via indirecta, estas neuronas de proyeccion son moduladas por
interneuronas, es decir, neuronas que no proyectan fuera del estriado y todas ellas son
moduladas por dopamina; la disfuncion de los ganglios basales se asocia a varios trastornos
de movimiento como la enfermedad de Parkinson, esta enfermedad presenta distintos
sintomas motores y se produce por la muerte de neuronas dopaminérgicas. El objetivo del
presente trabajo fue describir los cambios en la actividad neuronal de diferentes poblaciones
neuronales del estriado en un modelo murino de la enfermedad de Parkinson, generado por
la inyeccion de 6-hydroxidopamina, mediante imagenologia de calcio la cual es una técnica
de multirregistro que hace uso de herramientas biotecnoldgicas como son los ratones
transgénicos e infecciones virales, ademas de utilizar herramientas computacionales y
matematicas para el analisis de los datos. Esta técnica permitio analizar la actividad de las
neuronas de proyeccion de la via directa e indirecta, asi como de interneuronas que expresan
la proteina Parvalbimina (PV) y Cholinacetil-transferasa (ChAT) en rebanadas de cerebro
de raton; comparando la actividad en ratones sanos y del modelo de la enfermedad de
Parkinson para evidenciar el mecanismo fisiopatoldgico a nivel celular. Tras la adquisicion
de datos, se comparo la actividad total e individual de cada tipo neuronal, y los resultados
revelaron primero que cada poblacion neuronal tiene un patréon de actividad distinto y
caracteristico, ademas, que la distribucion de actividad acumulada es significativamente
diferente en la poblacion de neuronas de proyeccion de la via directa en condiciones
parkinsonianas respecto a su estado control, en el caso de las interneuronas, la actividad de
neuronas ChAT aumento significativamente en el tejido parkinsoniano respecto al estado
control y no se encontraron diferencias significativas para las neuronas de la via indirecta ni
las interneuronas PV. Podemos concluir que la poblacion de neuronas ChAT tiene el mayor
cambio en actividad espontanea sugiriendo que en condiciones patoldgicas esta poblacion

tiene mayores alteraciones. Sin embargo, es necesario evaluar la actividad en un estado



activado y la respuesta a agonistas dopaminérgicos. Asi como el uso de otras técnicas con

mejor resolucion temporal.

1 Introduccion
Los Ganglios Basales son un grupo de ndcleos subcorticales responsables del control motor;

el modelo clésico expone que los comandos motores fluyen a través de los ganglios basales
por medio de dos vias con efectos opuestos para la ejecucién de movimientos (Lanciego,
Luquin, & Obeso, 2012). La informacion proveniente de Corteza llega al Estriado, el
principal ndcleo de entrada, y a partir de este la informacién se transmite por dos vias de
proyeccion estriatofugales: la primera es la via directa que esta asociada con la aparicion de
una accién; y la segunda es la via indirecta que se asocia con la interrupcion del movimiento
(Gerfen et al., 1990), estas vias se originan de dos poblaciones de neuronas de proyeccion
distintas que encontramos en el estriado; adicional a las neuronas de proyeccion el estriado
tiene neuronas que no proyectan fuera del mismo, las interneuronas. La disfuncion de los
ganglios basales se asocia a varios trastornos de movimiento como la enfermedad de
Huntington y la enfermedad de Parkinson, en esta investigacion nos centraremos en la
enfermedad de Parkinson, la cual se produce por la muerte de neuronas dopaminérgicas de
la sustancia nigra pars compacta (SNc), y por lo tanto hay pérdida de la inervacion
dopaminérgica en los ganglios basales; esta enfermedad se caracteriza por déficit en la
iniciacion del movimiento, rigidez, acinesia/bradicinesia y temblor en reposo (DelLong,
1990), para entender esta patologia se han hecho muchos experimentos a distintas escalas
desde la conducta hasta un nivel genético. Una de las escalas menos exploradas es la escala
histoldgica en la que se analiza la actividad de docenas de neuronas simultdneamente, ya que
aun no sabemos como actlian juntas en un grupo de neuronas; la imagenologia de calcio
permite analizar la actividad de neuronas en preparaciones de rebanadas de cerebro de raton
in vitro en ratones sanos y un modelo de la enfermedad de Parkinson que consiste en la
inyeccién de 6-hidroxidopamina en la SNc para provocar la muerte de las neuronas
dopaminérgicas y privar de dopamina al estriado. La actividad espontanea de las neuronas
del estriado deficiente de dopamina es fundamentalmente diferente de la observada en los
cortes estriatales de ratones control con dopamina, en condiciones control la actividad
neuronal espontanea del estriado es escasa, pero en el tejido privado de dopamina se encontrd

un exceso de actividad neuronal (Jaidar et al., 2010), aunque se ha descrito la actividad
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neuronal cuando se ha quitado la dopamina, aun no sabemos los tipos neuronales que
subyacen a esta actividad aberrante encontrada en el modelo murino de la enfermedad de

Parkinson.

Para comprender los cambios en la actividad neuronal es importante analizarla sobre cada
una de las poblaciones neuronales del estriado de manera independiente en condiciones
control y en ausencia de dopamina, de esta forma se puede aspirar a una mejor comprension

de la patologia.

2 Antecedentes

2.1 GANGLIOS BASALES
Los ndcleos de Ganglios Basales (GB) son una serie de nucleos subcorticales encargados del

control del movimiento, sus funciones incluyen el aprendizaje motor, funciones ejecutivas y
de conducta. Se dividen funcionalmente en: (1) Nucleos de entrada, aquellos que reciben
informacion procedente de otras partes del cerebro principalmente corteza y tdlamo, estos
son: ndcleo caudado (CN), Putamen (Put) y el ndcleo accumbens (Acb). (2) Nucleos de
salida, los que envian informacion fuera de los ganglios basales y consisten en: el segmento
interno del globo palido (GPi) y en la substancia nigra pars reticulata (SNr). Y (3) nucleos
intrinsecos, se localizan entre los ndcleos de entrada y de salida en la ruta de informacién,
estos son: el segmento externo del globo palido (GPe), el nicleo subtalamico (STN) y la
substancia nigra pars compacta (SNc) (Lanciego et al., 2012). La informacion proveniente
de corteza y tdlamo se transmite al estriado (CN, Put y Acb) para ser procesada, de ahi, la via
indirecta transmite a los ndcleos intrinsecos y estos junto con la via directa a los nucleos de
salida (GPi y SNr) que proyectan a los nicleos ventrales del talamo y el tallo que, a su vez,
proyectan de nuevo a corteza. La division funcional ayuda en la descripcion del esquema
organizativo candnico general de los ganglios basales, el cual incluye los mecanismos de la
via directa e indirecta de los ganglios basales, tal como se muestra en la Figura 1 (Gerfen &
Surmeier, 2011).



Circuito de los Ganglios Basales

Figura 1. Diagrama de circuitos de ganglios basales. El estriado recibe entradas excitadoras corticales y taldmicas. Las
salidas de los ganglios basales surgen del GPi y del SNr, que se dirigen al tAlamo, al coliculo superior y al nicleo pedinculo
pontino (PPN). El estriado tiene dos vias de salida. La via directa esta formada por neuronas espinosas de proyeccion que
expresan el receptor de dopamina D1 (SPNs D1) que se proyectan a los ndcleos de salida de GPi y SNr, representada con
flechas rojas. La via indirecta que esta formada por SPN que expresan el receptor D2 (SPNs A2A) que se proyectan solo a
la GPe, que junto con el STN se conecta a los nucleos de salida, esta via esta representada por flechas azules. Las vias
directa e indirecta proporcionan una regulacion contraria de la interfaz de salida de los ganglios basales. Fuente de: Gerfen,
C., & Surmeier, D., 2011. Modulation of Striatal Projection Systems by Dopamine. Annual Review Of Neuroscience, 34(1),
441-466 (Gerfen & Surmeier, 2011).

2.2 ENFERMEDAD DE PARKINSON
La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad degenerativa mas comun del sistema

nervioso después de la enfermedad de Alzheimer, y fue descrita por James Parkinson en
1817, se caracteriza por temblor en reposo, lentitud de movimientos (bradicinesia), rigidez
de las extremidades y el cuello y minimas expresiones faciales (Darden & Przedborski,
2003); caminar implica pasos cortos, una postura encorvada y una escasez de movimientos
asociados, como mover el brazo.

Los defectos en la funcion motora se deben a la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas en la SNc, las cuales inervan a todos los nicleos de los ganglios basales,
especialmente el estriado. La hipdtesis prevalente que explica la fisiopatologia de la



enfermedad del Parkinson es el "modelo de patron de disparo”; en los pacientes con
enfermedad de Parkinson y modelos animales de la misma se observa con frecuencia
actividad oscilatoria y/o sincronizada en los Ganglios Basales y se cree que esto puede causar
la alteracion del procesamiento de la informacion en los Ganglios Basales (Nambu &
Tachibana, 2014). Hay estudios enfocados a los cambios en la actividad neuronal, con el
objetivo de explicar la sincronizacion anormal en el microcircuito del estriado o cualquier
otra red local de los Ganglios Basales bajo agotamiento de dopamina, y se ha demostrado
tanto in vitro como in vivo que la activacion espontanea y la actividad sinéptica de las
neuronas del estriado aumentan con respecto a la condicion de control después del
agotamiento de dopamina (Galarraga, Bargas, Martinez-Fong, & Aceves, 1987; Tang, Low,
Grandy, & Lovinger, 2001); la actividad potenciada se caracteriza por disparo en rafagas
(bursting) recurrentes acompafiados por numerosos periodos de sincronizacion espontanea

gue no se ven en animales control (Tseng, 2009).

En 1970, se establecio el modelo murino de la enfermedad de Parkinson, consiste en la
destruccion unilateral de las neuronas dopaminérgicas con la neurotoxina 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) en el mesencéfalo de los roedores, que induce hipocinesia unilateral, postura
desviada y comportamiento de giro espontaneo hacia el lado de la lesion (Ungerstedt &
Arbuthnott, 1970), este es un modelo animal experimental de la enfermedad de Parkinson y
fue inicialmente Gtil en estudios farmacoldgicos y sigue siendo util en la caracterizacion de
la funcidn de las salidas de los ganglios basales (Greco et al., 2008). En este modelo se han
reportado alteraciones en la integracién sinaptica de los comandos cortico-estriatales, como
las diferencias en la excitabilidad neuronal, integracion sinéptica cortico-estriatal distinta,
cambios en las subunidades del receptor NMDA, respuestas alteradas a los insumos
somatosensoriales, cambios en la plasticidad a largo plazo y cambios en la actividad conjunta
neuronal (Aparicio-Juérez et al., 2018; Jaidar et al., 2010). Este ultimo tipo de alteraciones
en escala histoldgica, es decir, docenas de neuronas actuando de manera simultanea es en lo

gue se centra esta investigacion, en otras palabras, la escala de los microcircuitos neuronales.

2.3 MICROCIRCUITO ESTRIATAL
Un microcircuito es definido como un conjunto de neuronas, o modulo, que interaccionan

entre si de manera funcional, presentando actividad sincronica, generando patrones espacio-



temporales de actividad de manera espontanea o en respuesta de algun tipo de estimulo

(Jaidar et al., 2010), para caracterizar el microcircuito estriatal es necesario describir las

poblaciones neuronales que la conforman, estas son, las neuronas de proyeccion y las

interneuronas. Histoldgicamente, el 97% de las neuronas en el estriado son de proyeccion,

caracterizadas por tener espinas dendriticas, de ahi su nombre neuronas espinosas de

proyeccion (SPNs, por sus siglas en inglés). El 3% restante son interneuronas, GABAérgicas

y colinérgicas. Los principales aferentes del estriado son glutamatérgicos, que se derivan de

la corteza y el tAlamo (Shepherd & Grillner, 2010).

Las SPNs son neuronas GABAGérgicas, multipolares con dendritas orientadas radialmente

cubiertas por espinas dendriticas. Las SPNs se dividen segln sus objetivos de proyeccion:

A. Las SPNs que inervan el nicleo GPe, es decir de la via indirecta; expresan el subtipo

2 del receptor de dopamina D2R y receptor a adenosina tipo Aza, denominadas como
SPNs A2A.

Las SPNs estriatales que proyectan directamente a GPi y SNr es decir de la via
directa, expresan receptores del subtipo 1 del receptor de dopamina DiR,
denominadas como SPNs D1.

Las interneuronas generalmente se clasifican en 4 grupos dependiendo de sus perfiles

neuroquimicos y caracteristicas electrofisioldgicas:

Neuronas colinérgicas que liberan acetilcolina. Electrofisiolégicamente tienen un
disparo ténico, por ello también son llamadas neuronas tonicamente activas (TANS).
Ademas, expresan la proteina Acetilcolin transferasa, por lo que son también
conocidas como neuronas ChAT.

Interneuronas  GABAGérgicas que contienen la proteina de unién a calcio
Parvalblmina, por lo que son también conocidas como neuronas PV. Por su huella
electrofisiologica se denomina Interneuronas Fast-Spiking (FSlIs; Interneuronas de
disparo rapido).

Interneuronas GABAérgicas que expresan calretinina (CR), proteina de union a

calcio. Presentan disparo rapido, pero no a frecuencias tan altas como las FSls.



IV. Interneurona GABAEérgicas nitrérgicas, liberan GABA y 6xido nitrico. Muestran
disparo de bajo umbral por lo que se denomina LTS (Low threshold spiking).
Expresan la enzima 6xido nitrico sintasa (NO) y el péptido somatostatina (SST).

Las interneuronas modulan la actividad de las SPNs, reciben aferentes corticales y talamicas
y estan a su vez bajo un control dopaminérgico, formando un complejo microcircuito intra-

estriatal (Lanciego et al., 2012).

El estriado se encarga de la seleccion de acciones a través de la activacion de SPNs que a su
vez modifican el disparo de las neuronas de salida de los ganglios basales. Los aspectos

esenciales por investigar de los microcircuitos del estriado son basicamente:

= En condiciones de reposo, las SPNs se encuentran hiperpolarizadas relativamente
inactivas; al recibir una entrada excitadora de corteza y/o tdlamo, grupos de SPNs se
activan.

= Larespuesta de las SPNs a la entrada excitadora de la corteza y el talamo es modificada
por los colaterales locales de otras SPNs y la actividad de las interneuronas
GABAeérgicas.

= Laplasticidad a corto y largo plazo de toda la transmisién es modulada por la dopamina

proveniente de la SNc y la acetilcolina de las interneuronas colinérgicas.

Se desconoce como es que se da esta modulacion y las reglas de interaccion entre los
diferentes tipos neuronales; es importante destacar que el disparo sincronico de todas estas
neuronas (tanto SPNs como interneuronas) en condiciones normales resulta ser un
mecanismo para generar funciones cognitivas, programas motores, entre otros (Uhlhaas et
al., 2009), y también se ha propuesto que la actividad correlacionada de diferentes neuronas
entre la corteza y los ganglios basales sigue los circuitos de reentrada cuya actividad ciclica
codifica el movimiento, las memorias de procedimiento y la formacion de habitos. Ademas
de que los patrones espacio-temporales de actividad correlacionada se han estudiado en el
estriado (Carrillo-Reid et al., 2008) y en estados patologicos como la enfermedad de
Parkinson, las neuronas de los ganglios basales cambian su comportamiento exhibiendo una
sincronizacién potenciada y anormal (Walter & Bergstrom, 2009). En particular las neuronas
del estriado exhiben una actividad espontanea alta y una sincronizacion elevada (Jaidar et al.,
2010).



3 Planteamiento del problema
Las alteraciones en la actividad de células estriatales, su plasticidad y la posible relacion con

la conducta en la enfermedad de Parkinson han sido ampliamente investigadas. Pero muy
pocos trabajos son capaces de describir la dindmica de médulos o microcircuitos neuronales,
ninguno ha elucidado como funcionan un grupo de neuronas ni han revelado su identidad,
esto debido a las limitantes tecnoldgicas que solo nos han permitido hacer estudios de células
unicas o de animales enteros. Sin embargo, es necesario registrar de forma simultanea grupos
de neuronas para empezar a entender la fisiopatologia de la enfermedad, porque las células
no actuan de forma individual, sino que se conectan unas con otras en el cerebro a través de
“sinapsis” formando redes de neuronas. Estas redes estan conformadas por distintos tipos de
neuronas, es un error pensar que todas las neuronas son idénticas. Anatomicamente sabemos
que el estriado incluye diferentes tipos de neuronas, y al analizar las redes que forma en
condiciones control hemos encontrado una dindmica que se pierde cuando se ha quitado la
dopamina del estriado en un modelo de la enfermedad de Parkinson. Lo que nos lleva a
preguntarnos ¢Cudl es la poblacion neuronal del estriado que modifica su actividad en
condiciones patolégicas? ¢ Sera que algun tipo neuronal este mas afectado que otro? Ademas,
queremos saber coémo se modifica su interaccidn espaciotemporal, es decir, la dindmica de la
red neuronal, especificamente la actividad de las diferentes poblaciones de interneuronas y

ambos tipos de SPNs.

4 Justificacion
La prevalencia reportada de la enfermedad de Parkinson es de 8-18 casos por cada 100,000

habitantes en Estados Unidos; en México se estima una prevalencia de 83,000 a 166,600
pacientes. La terapia indicada es la sustitucion de dopamina mediante la administracion del
farmaco precursor Levo-DOPA, sin embargo, el uso prolongado de este tratamiento genera
discinesia, razén por la que se siguen buscando alternativas para mejorar o reemplazar el
tratamiento; uno de los problemas es que no conocemos la fisiopatologia celular de la
enfermedad de Parkinson ni el mecanismo por el cual acttan los farmacos como la L-DOPA.
Nuestro grupo de investigacion ha caracterizado la actividad de los grupos de neuronas del
nacleo estriado en condiciones normales y en un modelo murino de la enfermedad de

Parkinson, y aunque hemos encontrado diferencias evidentes en la actividad neuronal en
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ambas condiciones, el mecanismo que subyace a dichas diferencias se desconoce, por lo que
es importante revelar la identidad de las neuronas que son moduladas por la dopamina de
forma diferencial. Entender la funcién diferencial de cada una de las interneuronas podria
permitir proponer nuevos blancos terapéuticos y entender los mecanismos finos de accion de
los existentes. La descripcion de la actividad se realizard especificamente por medio de la
técnica de imagenologia de calcio in vitro en el modelo murino de la enfermedad de
Parkinson de 6-OHDA y se compara con sujetos equivalentes, como control, para evidenciar
el mecanismo fisiopatologico a nivel celular y validar los ensayos farmacologicos

conductuales.

Para estudiar la fisiopatologia celular de la enfermedad de Parkinson utilizamos técnicas de
multirregistro que pertenecen al estado del arte de las neurociencias, toma herramientas
biotecnologicas como los ratones transgénicos y herramientas matematicas novedosas para
el anélisis de los datos como la teoria de redes. Esto implica llevar trabajos realizados en el
Estado de Puebla a un nivel tecnol6gicamente competente a nivel mundial. Nuestra meta
final es tener un bioensayo funcional fundamentado en el registro de actividad poblacional

que nos sirva para poner a prueba tratamientos noveles para la enfermedad de Parkinson.

5 Objetivos

5.1 GENERAL
Caracterizar la actividad espontanea in vitro de diferentes poblaciones neuronales por medio

de imagenologia en un microcircuito estriatal control y privado de dopamina.

5.2 PARTICULARES
Caracterizar la actividad espontanea in vitro de las SPNs D1 por medio de imagenologia

en un microcircuito control y privado de dopamina.

Caracterizar la actividad espontanea in vitro de las SPNs A2A por medio de imagenologia

en un microcircuito control y privado de dopamina.

Caracterizar la actividad espontanea in vitro de las interneuronas ChAT por medio de

imagenologia en un microcircuito control y privado de dopamina.



Caracterizar la actividad espontanea in vitro de las interneuronas PV por medio de

imagenologia en un microcircuito control y privado de dopamina.

6 Marco Conceptual
El estudio actual de las neurociencias no se centra en el registro de neuronas individuales

sino en grupos de ellas para tratar de entender los mecanismos de comunicacion y las
propiedades que emergen a partir de dicha comunicacion, la teoria que subyace a esta idea
es la de microcircuitos. En principio se plantea la idea de una organizacion modular, el
modulo méas simple es un ensamble celular, propuesto por Donald Hebb en 1949 (Morris,
1999) que postul6 que la plasticidad sinaptica a largo plazo es la etapa inicial de una serie de
procesos que almacenan informacion configurando la conectividad de los microcircuitos
cerebrales en los ensambles celulares (CAs, por sus siglas en inglés, Cell Assemblies) y
definié un ensamble celular como un grupo de neuronas interconectadas dedicadas a

codificar procesos motores 0 para almacenar y mantener representaciones neuronales.

Demostrar la existencia de CAs en el tejido vivo no ha sido trivial, la evidencia actual de la
existencia de CAs es indirecta y se basa en la suposicién de que la coactivacion en los
disparos neuronales reflejan la formacion de CAs, como ejemplos, la existencia de patrones
recurrentes de actividad en una poblacion de neuronas en respuesta a una sola entrada
estereotipada, ya que se cree que esta actividad recurrente esta formada por la plasticidad
sinaptica a largo plazo (Harris, 2005) y la sincronizacion, puesto que en muchos ndcleos se
han observado picos sincronizados entre las neuronas (Carrillo-Reid et al., 2008). Se deduce
que la correlacion de los picos surge de la actividad que esté siendo propagada a través de la
red de una manera particular y con patron, que esta determinada por los elementos en la red

y la fuerza de las conexiones sinapticas entre ellas.

La red estriatal tiene muchas de las caracteristicas canonicas requeridas para generar este tipo
de actividad de ensambles celulares, como: 1) que las conexiones sinapticas dentro del
estriado son capaces de experimentar cambios en la fuerza a largo plazo, como lo requiere
un ensamble celular Hebbiano, 2) el circuito estriado expone la existencia de conexiones
colaterales recurrentes entre las SPNs, siendo un tipo de conexion necesaria para establecer

grupos neuronales cuya actividad sincrona subyace a los estados de la red (Grillner, 2006),
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demostrandose tal hecho en un trabajo reciente que muestra que el blogueo de dichas
conexiones suprime la reverberacion (o los patrones de actividad repetitiva) de los estados
de la red en el estriado (Carrillo-Reid et al., 2008); 3) el estriado posee mecanismos de
retroalimentacion candnicas que involucran interneuronas, cuya actividad en varios estados
de la red parece que tienen la capacidad de sincronizar SPNs (Grillner, 2006); 4) el estriado
posee interneuronas marcapasos tonicamente activas, que tienen la posibilidad de establecer
una actividad recurrente de CAs. Por ejemplo, tanto las interneuronas colinérgicas como las
interneuronas LTS son marcapasos autonomos y dadas las conexiones reciprocas entre los
grupos de interneuronas colinérgicas y GABAérgicas podrian crear una actividad de red
sostenida y actuar como “hubs” o neuronas que comandan la actividad; por lo tanto, el
estriado tiene los elementos de circuito necesarios para sostener la actividad de la red
autonoma. La actividad recurrente autbnoma también puede ser generada por redes de
conexiones innatas o “adquiridas” a través de la plasticidad sinaptica dependiente de la
experiencia (Harris, 2005). El realizar este tipo de estudios requiere ocupar técnicas como la
imagenologia de calcio.

6.1 IMAGENOLOGIA DE CALCIO COMO HERRAMIENTA PARA ESTUDIAR AL
MICROCIRCUITO ESTRIATAL
Actualmente existen diversas técnicas para estudiar la dindmica de los microcircuitos

neuronales, entre ellos estan los registros de campo y registro extracelulares con
multielectrodos, que a pesar de permitir el analisis simultaneo de muchas células con una alta
resolucion temporal, no suelen permitir una resolucién de célula Unica, ni la identificacion
del tipo neuronal registrado, otra de las técnicas que permiten hacer registro de grupos de
neuronas es la imagenologia de calcio, permite la medicion directa del flujo dinamico de
calcio dentro de las neuronas y el tejido neuronal, y estos registros Opticos de poblaciones
neuronales permiten el registro simultdneo de docenas de neuronas en un enfoque poco
invasivo (Cossart, Ikegaya, & Yuste, 2005). En el presente estudio, la imagenologia de calcio

es la técnica mediante la cual el trabajo sustenta y recaba sus datos.

La actividad neuronal causa cambios rapidos en el calcio libre intracelular, la imagenologia
de calcio toma ventaja de esto para rastrear la actividad de poblaciones neuronales y sondear
la excitacion de neuronas individuales. De manera clasica se realizaba esta técnica utilizando

moléculas sintéticas que emiten fluorescencia cuando se encuentran unidas a calcio, sin
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embargo, la ingenieria genética ha permitido que esta técnica evolucione en los ultimos afios
con la generacion de sensores de calcio genéticamente codificados (Tian et al., 2009) que
consisten en proteinas quiméricas, fusiones entre calmodulinas y proteinas fluorescentes para
permitir fluorescencia en funcion de la concentracion de calcio intracelular, la familia se
llama GCaMP (siglas dadas al indicador de Ca?* modificado genéticamente que consisten en
proteina verde fluorescente permutada circularmente (cpGFP), la proteina de unién al calcio
calmodulina (CaM) y el péptido M13 que interactia con CaM; el complejo CaM/M13 esta
cerca del cromoforo dentro del barril B de cpGFP y los cambios conformacionales
dependientes del calcio en CaM/M13 causan un aumento del brillo con la unién del calcio)
y la version que se utiliza es GCaMP6f, indicador fluorescente de Ca®* codificado
genéticamente que muestra una alta sensibilidad y una cinética de rapida descomposicion.
Para la expresion de una proteina exdgena primero es necesario introducir la secuencia de
ADN mediante el uso de ratones transgénicos y virus adenoasociados modificados los cuales
introducen su genoma al hospedero. Si se combinan ambas herramientas, se logra la
expresion de proteinas exdgenas como los sensores de calcio en una ventana temporal
especifica en tipos celulares de interés. Ya que se utilizan ratones transgénicos que expresan
a la proteina cre-recombinasa, en funcion de un promotor especifico que marca a un tipo
neuronal, a estos animales se les inyecta intracranealmente un vector viral que contiene un
constructo con la secuencia de GCaMP6f pero que solo se traducird si hay expresion de la

cre-recombinasa.

7 Hipotesis

Todas las poblaciones neuronales del estriado muestran diferentes patrones y distribuciones
de actividad celular en condiciones control, y la hiperactividad observada en el microcircuito
estriatal privado de dopamina es causada por los diferentes tipos neuronales que tienen

alteraciones respecto a su dinamica control.

8 Disefio metodoldgico
Para realizar el trabajo experimental, el esquema basico se muestra en la figura 2, y consiste

en la seleccion de animales transgénicos de los diferentes tipos neuronales, que se dividiran

en grupos control y aquellos que se utilizaran para el modelo de la enfermedad de Parkinson,
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los cuales se les administrara la toxina 6-OHDA. Después, a ambos se les hara la inyeccion
de los vectores virales con cirugia estereotaxica. Pasando un periodo de al menos 2 semanas
se hara la obtencidn de tejido para el registro de la actividad neuronal con imagenologia de

calcio in vitro, y finalmente el andlisis de datos. Cada uno de estos pasos se explica a

continuacion.

C

\‘ ‘\ ’\ Estriado

&< -

Sustancia ngra

Y\k

(F-Fo)/Fo [%]

dF/dt [%/5]

e ) B b e o D e e st e s e
O 20 40 60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Time [s]

Figura 2. Esquema del disefio experimental. A) Seleccion de lineas de ratén. B) Cirugia con neurotoxina 6-OHDA para
destruir neuronas de la SNc y obtener un modelo murino de la enfermedad del Parkinson. C) Transfeccion con virus
adenoasociado que inserte el gen de GCaMP6f. D) Extraccion de tejido cerebral, adquisicion de datos con imagenologia de
calcio in vitro en un ordenador y analisis de datos.

8.1 CIRUGIA
Los ratones que se utilizaron se criaron en el Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular,

UNAM. Se mantuvieron en instalaciones que cumplen con lo establecido por la Norma
Oficial Mexicana NOM 062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la reproduccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio; ademéas de tener condiciones de aire,
temperatura y humedad relativa controlada y ciclos de luz-oscuridad con libre acceso a

comida y agua. Los ratones que ayudaron a facilitar la localizacion de las SPNs D1 en el
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estriado, fueron ratones D1-CRE (con nombre stock B6.Cg-Tg(Drd1a-cre)?t7esaMmucd) ‘cop
respecto a las SPNs AZ2A, se usaron ratones AdorA2a-CRE (con nombre stock
B6.FVB8(Cg)-Tg(Adora2a-cre)kC1396satMmucdy | o5 ratones usados para visualizar las
neuronas colinérgicas fueron CHAT-CRE (con nombre stock B6;129S6-Chattm2Cre)-owl/g) y
los ratones usados para observar el disparo de las interneuronas que expresan parvalbumina
fueron PV-CRE (con nombre stock B6.129P2-Pvalb™Cre)Ardr/ )

Antes de la infeccion viral y la lesion con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) los ratones se
anestesiaron por via intraperitoneal con ketamina (85 mg/kg)-xilacina (15 mg/kg) para

cirugia esterotaxica, y fueron colocados en un aparato esterotaxico (Stoelting Co™).

8.2 INFECCION VIRAL
Para la infeccion viral de las cepas de ratones D1-CRE, AdorA2a-CRE, CHAT-CRE y PV-

CRE, se inyectaron 0.5puL del vector AAV1.Syn.Flex.GCaMP6f.WPRE.SV40 en las
coordenadas a partir de bregma: Anteroposterior +0.8 mm, lateromedial -1.2 mm, y
dorsoventral -3 mm. Después de 8 minutos de difusion, cada raton se saturo y mantuvo en el

vivarium con comida, calefaccion y agua ad libitum.

Tras la infeccion viral, se expresara la proteina GCaMP6f en las neuronas del estriado que
expresara la proteina CRE recombinasa, la expresion de esta proteina esta regulada por un
promotor (ya sea D1, AdorA2a, CHAT o PV) para seleccionar una poblacion en cada tipo de

animal transgénico.

8.3 MODELO 6-OHDA
En cuanto al modelo Parkinsoniano se realizé una lesion unilateral derecha con 0.8pL de 6-

OHDA (0.1mg/ml) en la sustancia nigra pars compacta a una velocidad de 0.2uL/min en las
coordenadas a partir de bregma: Anteroposterior -2.6 mm, lateromedial -1.5 mm, y
dorsoventral -4.7 mm. Después, cada raton se saturo y mantuvo en el vivarium con comida,
calefaccion (37 °C) y agua ad libitum. Pasado un periodo de recuperacion de 15-30 dias, se
midié el agotamiento de dopamina (DA como abreviacion) mediante una prueba de
comportamiento rotacional, durante este periodo los ratones recibieron pastillas de chocolate
ad libitum y se administraron 100 pl de glucosa subcutanea al 2% en solucion salina. Para
evaluar el modelo parkinsoniano 6-OHDA se siguieron las rotaciones ipsilateral y
contralateral al sitio de la lesion y se contaron con el programa RotaCount 2.0 (OmniTech,
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Sioux Falls SD) durante al menos 50 minutos. La cuantificacion de los giros se llevo a cabo
sujetando a los ratones, a los cuales se les habia administrado apomorfina via subcutanea
(0.5mg/kg en un vehiculo salino con 0.02% de ascorbato), a un arnés conectado al contador
controlado por el software RotaCount 2.0. Cada vez que los ratones presentaban mas
rotaciones contralaterales que las rotaciones ipsilaterales (relacion > 2) y las rotaciones
contralaterales totales eran al menos 50 (1 por minuto) los ratones se consideraron
exitosamente privado por dopamina. EI hemisferio lesionado utilizado para los experimentos

in vitro se denomina privado de dopamina (deficiente en dopamina).

8.4 ADQUISICION DE DATOS
Para poder observar la actividad de las neuronas del microcircuito estriado in vitro en un

microscopio oOptico, se obtuvieron rebanadas de cerebro. Para ello, los sujetos control y
agotados en DA se anestesiaron intraperitonealmente con ketamina-xilacina (85 mg/kg-15
mg/kg) y se perfundieron intracardialmente con solucion de sacarosa fria (que contiene 234
mM de sacarosa, 28 mM de NaHCOs3, 7 mM de dextrosa, 4.54 mM de piruvato, 0.28 mM de
acido ascorbico, 2,5 mM de KCI, 7 mM de MgCly, 1.44 mM de NaH2POg4, 0.4 mM de CaCly,
a4°C). Luego se realizé la extraccion del cerebro y se obtuvieron rebanadas para-horizontales
utilizando un vibratomo Tissue slicer PELCO easiSlicer®. Las rebanadas generadas fueron
de un espesor de 250-300 um y fueron transferidas a solucion saturada con 95% de O2 y 5%
de CO2; pH:7.4, osmolaridad de 300 + 5 mOs/L (que contiene: 126 mM NaCl; 11mM
dextrosa; 26 mM NaHCOs; 0.2mM tiourea; 0.2 mM de &cido ascorbico; 3 mM KCI; 1mM
MgCl2 y 2mM CaCl) donde se dejaron reposar por media hora a temperatura ambiente antes
de continuar. Posteriormente se transfirieron al microscopio con una camara de perfusion,
equipado con un objetivo de inmersion en agua 20x (Olympus, Objetivo XLUMPLFLN, 1.00
NA, 2.0 mm WD) acoplado a una camara Retiga (CoolSnap, Photometrics). Para visualizar
la actividad, se utiliz6 el software Im-Patch (software libre disefiado en LabView, disponible
en www.im-patch.com) controla el sistema de adquisicion Los registros se obtuvieron en
rebanadas de estriado dorsolateral, en todos los casos. Los videos tenian una longitud de 720—
2160 cuadros y la tasa de adquisicion fue de 6 cuadros/s. Para cubrir largos periodos, se
tomaron de 3 a 5 videos por experimento, lo que representa hasta 30 minutos de registro por

experimento.
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8.5 ANALISIS

8.5.1 OBTENCION DE GRAFICAS TIPO RASTERS
Se realiza la seleccion manual de las neuronas activas, con el programa Im-Patch. Se mide la

fluorescencia de cada neurona en funcion del tiempo, es decir potenciales de accién o
actividad celular. Im-Patch calcula la derivada de la fluorescencia con respecto al tiempo
(dF/dt), y se considera un cuadro activo (o frame activo) si el valor obtenido sobrepasa 2.5
desviaciones estandar de la sefial de todas las células. Esto genera una matriz binaria de
células x nimero de imagenes en un video, en las que se asigna un valor de 1 para un cuadro
activo por célula y 0 inactivo. Finalmente se realiza el analisis numérico posterior en

MATLAB. Se puede observar el procedimiento en la Fig. 3.

8.5.2 GRAFICAS DE ACTIVIDAD ACUMULADA
Para cuantificar la cantidad de actividad de las diferentes poblaciones neuronales se midié la

actividad acumulada en funcion del tiempo, que se construyeron agregando actividad
individual a lo largo del tiempo. De ahi, se aproxima un ajuste lineal a los graficos de
actividad acumulada. Las pendientes de estos que denotan la actividad poblacional por
unidad de tiempo se comparan con estadistica no paramétrica discerniendo la actividad

neuronal tanto en condiciones control y sin dopamina.

8.5.3 DISTRIBUCION DE FUNCION ACUMULADA
Para analizar la actividad neuronal individual se construyeron funciones de distribucion

acumulada (CDFs, por sus siglas en inglés) de la actividad de cada neurona, definida como
la probabilidad acumulada de un valor dado de un valor x a medir (en este caso, actividad
celular o frames activos). Las CDFs se utilizan para comparar la actividad de neuronas
individuales en ambas poblaciones, y esto se logra al determinar la probabilidad de que una
observacién aleatoria que se toma de la poblacion (la actividad control de las poblaciones
neuronales) sea menor que o igual a cierto valor (la actividad parkinsoniana de las

poblaciones neuronales).
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Figura 3. Andlisis de Datos. A) Seleccion manual de neuronas con programa ImPatch. B) Seleccidon de neuronas
genéticamente modificadas mostradas en un tiempo de inactividad. C) Seleccion de neuronas genéticamente modificadas
mostradas en un tiempo de actividad. D) Procesamiento de datos: I. Actividad electrofisiol6gica de una neurona. 11. Célculo
de la fluorescencia de las neuronas con el programa ImPatch. I11. Célculo de la derivada de la fluorescencia respecto al
tiempo, para observar la actividad y el tiempo de esta correlacionada a potenciales de accion electrofisiol6gicos. V.
Obtencion de matriz binaria de actividad con MATLAB. V. Obtencidon de Rasters.

Los CDFs, se construyen a partir del histograma de actividad neuronal. La actividad de cada
célula es la suma de los frames activos de cada célula a lo largo del tiempo dividida entre el
namero total de frames para expresarlo como probabilidad de actividad. Se realizd la
medicién para todas las células de todos los experimentos en estado control y en condiciones
parkinsonianas. Los CDFs se compararon con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov, para

evaluar los cambios en la distribucién de actividad individual.
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9 Resultados
Tras la realizacion del trabajo experimental, el registro con imagenologia de calcio y el

analisis de la actividad de las cuatro diferentes poblaciones neuronales del microcircuito
estriado en condiciones control y en condiciones patoldgicas con el programa Im Patch, se
procedid a obtener graficas tipo raster de la actividad de las neuronas espinosas de proyeccion
y de las interneuronas, como se muestra en la figura 4 y en la figura 5 respectivamente, con

sus correspondientes histogramas de coactividad celular en funcion del tiempo.

A SPNs A2A Control B SPNs A2A Parkinsoniano
40 - . - - . - . . 304 - [
UL PR . - - w L.
i 209 w0 o cmece m o ee oo e oo wmose s s wee s wee
= .. . - . -
> . =
W 20+
- - - - - - 104 e e we
10= — o . ° . .
T o 0d e e m e o
£5. 4
= 3
t)‘ T 2 2
1 min 1 min
SPNs D1 Control SPNs D1 Parkinsoniano
30+ 124 - e
25 = - s 10
" 209 .. - . 84
T -
%’ 154 Lo 6d
3 LTS
104 ° . . 4
S 0T . - . 24

oactividad
Celular
(=} L8] B
o N Y
Il ]

L) 1
1 min 1 min

Figura 4. Actividad de neuronas espinosas de proyeccion. A) Gréfica tipo raster de la actividad de SPNs que expresan el
receptor de adenosina tipo Aza (SPNs A2A) en condiciones control. Cada fila representa la actividad de una neurona en
funcion del tiempo. Cuando la neurona tuvo actividad en un momento se representa con un punto *. En la parte inferior el
histograma de coactividad celular en funcién del tiempo. B) Gréfica tipo raster e histograma de coactividad de la actividad
de SPNs A2A en un circuito privado de dopamina. C) Grafica tipo raster e histograma de coactividad de la actividad de
SPNs que expresan el receptor de dopamina D1 (SPNs D1) en condiciones control. D) Gréafica tipo raster e histograma de

coactividad de la actividad de SPNs D1 en un circuito privado de dopamina.
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Estas graficas se desarrollaron con el propdésito de visualizar la dinamica celular como una
matriz de pixeles (puntos de colores) y cada grafica tipo raster hace una comparacion de la
dinamica en dos estados diferentes (control y parkinsoniano) a lo largo del tiempo.
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Figura 5. Actividad de interneuronas. A) Gréfica tipo raster de la actividad de neuronas colinérgicas que liberan
acetilcolina (interneuronas ChAT) en condiciones control. Cada fila representa la actividad de una neurona en funcién del
tiempo. Cuando la neurona tuvo actividad en un momento se representa con un punto *. En la parte inferior el histograma
de coactividad celular en funcién del tiempo. B) Gréfica tipo raster e histograma de coactividad de la actividad de
interneuronas ChAT en un circuito privado de dopamina. C) Grafica tipo raster e histograma de coactividad de la actividad
de interneuronas GABAérgicas que contienen la proteina de unidn a calcio parvalbimina (PV) en condiciones control. D)

Gréfica tipo raster e histograma de coactividad de la actividad de interneuronas PV en un circuito privado de dopamina.

Por ejemplo, la Fig. 4 A-B, muestra a la poblacion de neuronas A2A, en condiciones control
y en condiciones parkinsonianas respectivamente, mostrando cualitativamente una actividad
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mas potenciada de neuronas A2A en condiciones patoldgicas (Fig. 4B), a pesar de tener
menos neuronas que en su condicion control (Fig. 4A). En el eje horizontal, muestra el tiempo
en minutos, y el histograma de tiempo que subyace a la gréfica tipo raster de las Figuras 4 y
5, son grupos de neuronas que se prenden juntas en un instante de tiempo. En cuanto a la Fig.
4 C-D, muestra a la poblacion de neuronas D1, en condiciones control y en condiciones
parkinsonianas respectivamente, mostrando cualitativamente una actividad méas potenciada
de neuronas D1 en condiciones control (Fig. 4C), a pesar de tener menos neuronas que en su

condicion patoldgica (Fig. 4D).

Lo mismo se muestra en Fig. 5 A-B, mostrando interneuronas ChAT en control y condiciones
parkinsonianas, exponiendo mas actividad en Fig. 5B (condiciones patoldgicas) respecto a la
Fig. 5A, su estado control; cabe destacar que la comparacion de interneuronas PV de la Fig.

5C-D, no parece mostrar diferencia en su actividad.

Una vez obtenidos los gréaficos tipo raster de las diferentes poblaciones de neuronas SPNs
A2A, SPNs D1, ChAT y PV en condiciones control y condiciones patoldgicas, se realiz6 una
comparacion estadistica de la actividad neuronal mediante la construccion de histogramas y
gréaficas de Distribucién de Funcién Acumulada.

Los histogramas de la actividad neuronal de cada poblacién se muestran en Fig. 6A (SPNs
D1 control vs SPNs D1 parkinsoniano), Fig. 6C (SPNs A2A control vs SPNs A2A
parkinsoniano), Fig. 7A (ChAT control vs ChAT parkinsoniano) y Fig. 7C (PV control vs
PV parkinsoniano). Los histogramas son una representacion grafica de actividad neuronal en
forma de barras, donde la superficie de cada barra es proporcional a la frecuencia de la

actividad en frames representada. Se notan diferencias en Fig. 6C y Fig. 7A.

Se construyeron las graficas Distribucion de Funcion Acumulada que se muestran en la Fig.
6B (SPNs D1 control vs SPNs D1 parkinsoniano), Fig. 6D (SPNs A2A control vs SPNs A2A
parkinsoniano), Fig. 7B (ChAT control vs ChAT parkinsoniano) y Fig. 7D (PV control vs
PV parkinsoniano). Las graficas CDFs se construyeron a partir de los histogramas, y se notan

diferencias en Fig. 6D y Fig. 7B.
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Figura 6. Actividad control y parkinsoniana de SPNs. A) Histogramas de actividad, muestran la comparacion entre la
actividad normalizada de cada SPNs A2A en condiciones control (color violeta) y en condiciones parkinsonianas (color
lila) de todos los experimentos. B) Distribuciones de Funcion Acumulada que expone la actividad normalizada de SPNs
A2A de todos los experimentos obtenidos de poblaciones en condiciones control (de color violeta) contra condiciones
parkinsonianas (color lila) no encontramos una diferencia significativa (Kolmogorov-Smirnov p = 0.1381). C) Histogramas
de actividad, muestran la comparacion entre la actividad normalizada de cada SPNs D1 en condiciones control (color rojo)
y en condiciones parkinsonianas (color naranja) de todos los experimentos. D) Distribuciones de Funcién Acumulada que
expone la actividad normalizada de SPNs D1 de todos los experimentos obtenidos de poblaciones en condiciones control
(de color rojo) contra condiciones parkinsonianas (color naranja) encontramos una diferencia significativa (Kolmogorov-
Smirnov p = 0.0163).

Encontramos una diferencia significativa en la distribucion de la actividad de SPNs D1
control contra SPNs D1 parkinsoniano, (p=0.0163, Fig. 6D) y de las interneuronas ChAT
control contra interneuronas ChAT parkinsoniano, (p=0.0062, Fig. 7B), no encontramos una
diferencia significativa en la distribucion de actividad de SPNs A2A control contra SPNs

A2A parkinsoniano, (p=0.1381, Fig. 6B), ni en interneuronas PV (p=0.2246, Fig. 7D).
21



También se expone una comparacion de las actividades del microcircuito entre las diferentes
poblaciones neuronales de SPNs e interneuronas, en las mismas condiciones, en control o en

condiciones Parkinsonianas, como se observa en la Fig. 8.
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Figura 7. Actividad control y parkinsoniana de Interneuronas. A) Histogramas de actividad, muestran la comparacién
entre la actividad normalizada de cada SPNs A2A en condiciones control (color verde oscuro) y en condiciones
parkinsonianas (color verde brillante) de todos los experimentos. B) Distribuciones de Funciéon Acumulada que expone la
actividad normalizada de interneuronas ChAT de todos los experimentos obtenidos de poblaciones en condiciones control
(de color verde oscuro) contra condiciones parkinsonianas (color verde brillante) encontramos una diferencia significativa
(Kolmogorov-Smirnov p = 0.0062). C) Histogramas de actividad, muestran la comparacion entre la actividad normalizada
de cada interneurona PV en condiciones control (color azul oscuro) y en condiciones parkinsonianas (color azul claro) de
todos los experimentos. D) Distribuciones de Funcién Acumulada que expone la actividad normalizada de interneuronas
PV de todos los experimentos obtenidos de poblaciones en condiciones control (de color azul ocuro) contra condiciones
parkinsonianas (color azul claro) no encontramos una diferencia significativa (Kolmogorov-Smirnov p = 0.2246).
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Se destaca tanto en la Fig. 8A como en la Tabla 1, que en condiciones control, todas las
distribuciones son diferentes excepto la distribucion de la actividad entre las interneuronas
ChAT y PV, con p=0.2246.

Tabla 1. Diferencias entre las distribuciones de las poblaciones neuronales control.

SNPs A2A vs SNPs D1 p=0.0299
SNPs A2A vs Interneuronas ChAT p=1.5311e-08
SNPs A2A vs Interneuronas PV p=3.5537e-07
SNPs D1 vs Interneuronas ChAT p=>5.3515e-04
SNPs D1 vs Interneuronas PV p=2.6178e-04
Interneuronas ChAT vs Interneuronas PV p=0.2246

En cuanto a la comparacion de la actividad del microcircuito entre las diferentes poblaciones
neuronales en condiciones parkinsonianas, de igual manera, todas las distribuciones son
diferentes excepto la distribucion de la actividad entre las interneuronas ChAT y PV,
teniendo un p=0.1345, mostrado en Fig. 8B y la Tabla 2.

Tabla 2. Diferencias entre las distribuciones de las poblaciones neuronales parkinsonianas.

SNPs A2A vs SNPs D1 p=0.0218
SNPs A2A vs Interneuronas ChAT p=6.0422-e13
SNPs A2A vs Interneuronas PV p=7.3992e-07
SNPs D1 vs Interneuronas ChAT p=1.7314e-17
SNPs D1 vs Interneuronas PV p=2.6152e-09
Interneuronas ChAT vs Interneuronas PV p=0.1345

Finalmente se construyeron otras graficas de Actividad Acumulada para observar las

diferencias de la actividad total celular en el tiempo, como se muestra en la Fig. 9.
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Figura 8. Actividad control y parkinsoniana entre las diferentes poblaciones neuronales. A) Distribuciones de Funcion
Acumulada que expone la actividad normalizada todas las poblaciones SPNs e Interneuronas en condiciones control.
Mediante la prueba de Kolmogorov-Simirnov de dos muestras, entre la actividad SPNs A2A y SPNs D1 se muestra un valor
p = 0.0299 y hay diferencia significativa; entre la actividad SPNs A2A e interneuronas ChAT, se muestra un valor p =
1.5311e-08 y hay diferencia significativa; entre la actividad SPNs A2A e interneuronas PV, se muestra un valor asintético
p = 3.5537e-07 y hay diferencia significatica, entre la actividad SPNs D1 e interneuronas ChAT, se muestra un valor p =
5.3515e-04 y hay diferencia significativa; entre la actividad SPNs D1 e interneuronas PV, se muestra un valor p = 2.6178e-
04 y hay diferencia significativa; entre la actividad de interneuronas ChAT y PV, las distribuciones no son diferentes, se
muestra un valor p = 0.2246 y no hay diferencia significativa. B) Distribuciones de Funcion Acumulada que expone la
actividad normalizada todas las poblaciones SPNs e Interneuronas en condiciones parkinsonianas. Mediante la prueba de
Kolmogorov-Simirnov de dos muestras, entre la actividad SPNs A2A y SPNs D1, se muestra un valor p = 0.0218 y hay
diferencia significativa; entre la actividad SPNs A2A e interneuronas ChAT, se muestra un valor p = 6.0422-e13 y hay
diferencia significativa; entre la actividad SPNs A2A e interneuronas PV, se muestra un valor p = 7.3992e-07 y hay
diferencia significativa; entre la actividad SPNs D1 e interneuronas ChAT, se muestra un valor p = 1.7314e-17 y hay
diferencia significativa; entre la actividad SPNs D1 e interneuronas PV, se muestra un valor p = 2.6152e-09 y hay diferencia
significativa; entre la actividad de interneuronas ChAT y PV, las distribuciones no son diferentes, se muestra un valor p =
0.1348 y no hay diferencia significativa.

Se muestran en la Fig. 9A, B, C y D, las pendientes de actividad total acumulada por
poblacion para cada una de las condiciones, una mayor inclinacion representa una mayor
actividad total con respecto al tiempo. Se observa una diferencia significativa en la Fig. 9E,
en las gréficas de caja de actividad total acumulada de los diferentes experimentos de SPNs
A2a (Kruskal-Wallis p=0.0152) y las interneuronas ChAT (Kruskal-Wallis p=0.0161)
control vs parkinsoniano. Al comparar a las distintas poblaciones en la misma condicion, en
control solo existre una diferencia significativa entre las SPNs A2A y SPNs D1 con las
interneuronas PV (p=0.0229 y p=0.0371 respectivamente). En la condicion parkinsoniana
unicamente encontramos una diferencia significativa entre las SPNs A2A y D1 con las

interneuronas ChAT (p=0.0445 y p=0.00153, respectivamente).
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Figura 9. Graficas de Actividad Acumulada. A) Graficas de pendientes de SNPs A2A control y SNPs A2A parkinsoniano
que compara la actividad acumulada de SNPs A2A en ambas condiciones. B) Graficas de pendientes de SNPs D1 control y
SNPs D1 parkinsoniano que compara la actividad acumulada de SNPs D1 en ambas condiciones. C) Graficas de pendientes
de Interneuronas ChAT control e Interneuronas ChAT parkinsoniano que compara la actividad acumulada de Interneuronas
ChAT en ambas condiciones, y se observa una diferencia significativa. D) Graficas de pendientes de Interneuronas PV
control e Interneuronas PV parkinsoniano que compara la actividad acumulada de Interneuronas PV en ambas condiciones.
E) Graficas de cajas que compara el conjunto de pendientes de la actividad acumulada en funcion del tiempo de las
condiciones control y parkinsonianas de cada experimento realizado a cada poblacion neuronal. Mediante la prueba
estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis se comparan los experimentos realizados estadisticamente, mostrandose una
diferencia significativa entre los grupos A2ACtrl vs A2A Pk (p=0.0152) y ChaT Ctrl vs ChAT Pk (p=0.0161), A2A Ctrl vs
PV Ctrl (p=0.0229), D1 Ctrl vs PV Ctrl (p=0.0371), A2A Pk vs ChAT Pk (p=0.0445) y D1 Pk vs ChAT Pk (p=0.00153).

10 Discusion
En este trabajo se demuestra que la actividad de las distintas poblaciones neuronales

estriatales es distinta entre ellas tanto en condiciones control como en el tejido Parkinsoniano.
Encontramos diferencias significativas en la distribucién de actividad individual en las SPNs
D1, en la actividad total acumulada en las SPNs A2A y en ambas medidas para las

interneuronas ChAT.
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10.1 NEURONAS ESPINOSAS DE PROYECCION DE LA VIA DIRECTA
En las SPNs de la via directa expresan receptor a dopamina tipo D1, un incremento en la

concentracion de dopamina incrementa la excitabilidad de estas (Hernandez-L6pez, Bargas,
Surmeier, Reyes, & Galarraga, 1997), por lo que en la enfermedad de Parkinson uno esperaria
una reduccion en la excitabilidad de estas. El resultado obtenido es consistente con esta
hipétesis ya que encontramos una diferencia significativa en la CDF de actividad celular
individual (Figura 6D), la distribucién en el tejido parkinsoniano se encuentra a la izquierda
del control lo que indica una menor actividad individual en funcion del tiempo. Un resultado
que a simple vista puede resultar contradictorio es que no encontramos una diferencia
significativa en la actividad acumulada total a lo largo de los diferentes experimentos (Figura
9E), pues refleja que, a pesar de que las neuronas son menos excitables como lo muestra la
distribucion, parece haber mas neuronas activas y esto, puede deberse a los efectos de la
dopamina en otros elementos del circuito, el primero puede ser un incremento en la
excitabilidad cortical (Arbuthnott & Garcia-Munoz, 2016), lo que generaria una mayor
cantidad de entradas sinapticas y a su vez mas neuronas activas compensando el efecto de la
CDF. El segundo elemento que puede ser la pérdida de inhibicidn colateral (Burke, Rotstein,
& Alvarez, 2017; Lopez-Huerta et al., 2013; Taverna, llijic, & Surmeier, 2008), al perderse
la inhibicion colateral se pueden activar mas neuronas en respuesta a una entrada cortical.
Finalmente puede deberse al incremento de excitabilidad por estimulacién de los receptores
muscarinicos M4, los cuales incrementan la excitabilidad de las mismas (Hernandez-Flores
et al., 2015), esto debido a que vemos un incremento en la actividad de las interneuronas
ChAT y ademas existen reportes previos de hipercolinérgia en la enfermedad de Parkinson
(Barbeau, 1962).

10.2 NEURONAS ESPINOSAS DE PROYECCION DE LA ViA INDIRECTA
Las neuronas de la via indirecta expresan receptor a dopamina tipo D2, y la actividad de este

receptor disminuye la excitabilidad de estas neuronas (Hernandez-Lo6pez et al., 2000), por lo
que en un tejido parkinsoniano esperariamos encontrar un incremento en la actividad (Chan
et al., 2012), de manera consistente encontramos un incremento significativo en la actividad
total en funcidn del tiempo (Figura 9E), sin embargo, no encontramos diferencia significativa
en la CDF de actividad neuronal individual (Figura 6B), este efecto puede deberse a que las

neuronas de la via indirecta presentan potenciales autoregenerativos de calcio (Flores-

26



Barrera, Vizcarra-Chacon, Tapia, Bargas, & Galarraga, 2010), y esta caracteristica hace que
las respuestas en estas neuronas se vuelvan binarias es decir todo o nada y ante un incremento
en estimulacién o excitabilidad no se encuentra diferencia (Garcia-Vilchis et al., 2019) en la
distribucion de la actividad individual. También se ha reportado un incremento en la
inhibicidén proveniente de interneuronas PV (Gittis et al., 2011), ademas la pérdida de
colaterales (Burke et al., 2017; Lépez-Huerta et al., 2013; Taverna et al., 2008), incremento
de excitabilidad cortical (Arbuthnott & Garcia-Munoz, 2016) e hipercolinérgia (Barbeau,

1962) tambien tiene un efecto sobre esta poblacién como en las SPNs D1.

Se puede observar el desequilibrio de las vias directa e indirecta de las pendientes de
actividad acumulada de la Fig. 9A-B, donde se muestra una clara diferencia entre la actividad
de SPNs A2A en condiciones patolégicas siendo mayor que en control y la de SPNs D1
permaneciendo sin cambios en ambas condiciones, y esto concuerda con lo reportado in vivo,
donde se expone que tras el agotamiento agudo y extendido de dopamina, los conjuntos SPNs
A2A, pero no SPNs D1, experimentaron cambios pronunciados en la forma en que su
dindmica espacio-temporal codificaba la locomocién (Parker et al., 2018), siendo que SPNs
A2A, tenia un aumento de actividad espontanea pero una especificidad de codificacion
reducida, y las tasas de actividad de SPNs D1 permanecieron consistentemente deprimidas
pero aun aumentaron al inicio del movimiento y retuvieron la coordinacion espacial,
concluyendo en que las SPNs A2A y las SPNs D1 participan conjuntamente en la seleccion
del movimiento a través de la activacion sincronizada en grupos de células intercaladas. Los
presentes hallazgos se ajustan y son coherentes con el modelo de predicciones sobre como
cambian las tasas espontaneas de actividad de SPNs en la enfermedad de Parkinson.

10.3 INTERNEURONAS ESTRIATALES
En las interneuronas PV no encontramos una diferencia significativa en ninguna de las

medidas empleadas (Figura 7D y 9E); este resultado puede deberse a que no hay un cambio
significativo a esta poblacion o a que la técnica utilizada es insuficiente para detectar cambios
en la actividad de estas neuronas ya que presentan disparo a altas frecuencias (Duhne et al.,
2020), aunque también puede deberse a que existen muchas aferencias corticales en
interneuronas PV+ (Arias-Garcia et al., 2018), y no se vea tan afectada esa poblacion dada la

ausencia de DA en el estriado.
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En el caso de las interneuronas ChAT, encontramos diferencias significativas en la CDF
(Figura 7B) y en la actividad total acumulada (Figura 9E), estas diferencias son consistentes
con los cambios reportados para las interneuronas colinérgicas (Plotkin & Goldberg, 2019;
Tubert & Murer, 2020), sin embargo, es necesario mencionar que esta diferencia implica
cambios en el patron de disparo pero no necesariamente en la actividad total ya que al igual
que en el caso de las interneuronas PV hay reportes de que la imagenologia de calcio no
puede reportar de manera confiable su disparo (Rehani et al., 2019) y puede ser que la
relativamente baja actividad que encontramos en condiciones control se deba a disparo tonico
(Apicella, 2017; Tan & Bullock, 2008) que no se refleja con imagenologia de calcio. Las
interneuronas ChAT en condiciones control son inhibidas por dopamina debido a que
expresan receptores de dopamina tipo 2 (D2R) (Deng, Zhang, & Xu, 2007), por lo que en la
enfermedad de Parkinson, al escasear la DA aumenta la actividad en interneuronas ChAT;
las interneuronas ChAT proyectan a varias neuronas estriatales vecinas y las afectan al liberar
ACh, que se une a los receptores colinérgicos nicotinicos y muscarinicos presentes en las
neuronas postsinapticas, 10s receptores muscarinicos se expresan ampliamente en las SPNs
(Galarraga et al., 1999) y los nicotinicos estan presentes en las interneuronas GABAérgicas
estriatales y en los terminales axénicos de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Franklin
& Frank, 2015) y, al haber mas ACh para los receptores muscarinicos y nicotinicos de SNPs
y de otras interneuronas, como PV, laactividad y la selectividad para los movimientos futuros

estaria compensada a la falta de dopamina.

10.4 CIRCUITO PARKINSONIANO
Reportes previos con la misma preparacion de rebanadas de cerebro corticostriatales de

modelos murinos con de la enfermedad de Parkinson, mencionan la presencia de
hiperactividad del circuito (Jaidar et al., 2010), sin embargo, la pregunta de qué poblacion
era responsable de esta hiperactividad quedaba sin resolver. Este trabajo permite revelar que
la poblacion clave son las interneuronas ChAT, la fisiopatologia de la enfermedad de
Parkinson comienza con la falta de DA en el estriado y se sabe que conduce a un aumento de
las oscilaciones en los nucleos de salida, el globo palido y la SNr, especialmente en el rango
de 8 a 30 Hz, también conocida como banda  (Brown & Williams, 2005) y también se
conduce a un desequilibrio en la activacion de las vias directas e indirectas; los estudios

informan sincronia y oscilaciones y son consistentes con la hipotesis de que el estriado es la
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fuente de la actividad aberrante; ademas, se ha informado que el tono acetilcolinérgico
potenciado en el estriado permite la generacion de actividad oscilatoria tanto en la corteza
como en el estriado (McCarthy et al., 2011), por lo que nuestro estudio permite explicar
ciertos de estos fendmenos, empezando con: 1) que el aumento dréastico en la actividad de
ChAT podria explicar la generacion de la actividad oscilatoria en el estriado 2) el
desequilibrio en la activacion de las vias se debe a la falta de DA, los receptores D, de las
SPNs A2A pueden también modular corrientes idnicas, en particular las activadas por voltaje,
inhibiendo canales de Ca?" (efecto presumiblemente mediado por proteinas Gao) o
facilitando la apertura de canales de K* mediante proteinas Gis, por lo que parecen tener un
rol en la sincronia y las oscilaciones antes mencionadas (Bahena-Trujillo, Flores, & Arias-
Montafio, 2000). 3) En la enfermedad de Parkinson el agotamiento de la dopamina conduce
a una mayor sincronia en la red de ganglios basales, y debido a que las interneuronas
GABAérgicas regulan la actividad de las SPNs y promueven la sincronia neuronal, y a pesar
de que no se observo en los experimentos diferencias significativas en la actividad de
interneuronas PV, de acuerdo con Gittis (2011), tras el agotamiento de la dopamina, las
células PV individuales duplican su conectividad a los SPNs A2A, mientras que las
conexiones a los SPNs D1 se mantienen sin cambios y tales aumentos en la inervacion de
interneuronas PV son efectivos para mejorar la sincronia dentro de las poblaciones SPNs
A2A, por lo que esos datos sugieren que después del agotamiento de la dopamina, la
organizacion rapida de microcircuitos especificos en el estriado puede conducir a una mayor
sincronia de SPNs A2A que contribuye a las oscilaciones patoldgicas de la red y los sintomas

motores de la enfermedad de Parkinson.

Estos resultados son consistentes también respecto al existente equilibrio de DA/ACh en el
estriado y como este es esencial en la capacidad de movimiento en pacientes con enfermedad
de Parkinson; los niveles de DA en las vias de sefializacion dentro del estriado aumenta la
excitabilidad de SPNs D1, e induce la inhibicion de SPNs A2A e interneuronas ChAT debido
a que tienen D2R. Por tanto, dado que las interneuronas ChAT ahora menos inhibidas en un
microcircuito patolégico, hay una abundancia relativa de ACh, por lo tanto si la DA permite
el comienzo de la ejecucion de movimientos en respuesta a las sefiales de la corteza, y ACh
actia como un modulador para evitar una respuesta excesiva y facilitar la detencion y la

seleccion de patrones de accidn alternativos (Hoebel, Avena, & Rada, 2007). Estudios
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recientes muestran a L-DOPA como la mejor terapia de reemplazo de DA para el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson a largo plazo, aunque su uso genera efectos secundarios
motores; de acuerdo con Lara-Gonzalez (2019), se encuentra una eficacia diferente de los
agonistas de DA para revertir la dinamica de la red patoldgica de la enfermedad de Parkinson
durante la dindmica del microcircuito, mostrando una jerarquia en el rendimiento de los
agonistas: L-DOPA> agonistas selectivos de la clase D> agonistas menos selectivos de la
clase D12, mostrando una gran relevancia del papel que tienen las neuronas que codifican los
receptores dopaminérgicos D2R. Por lo que, tras estos hallazgos de la presente tesis, se
pueden proponer bioensayos parecidos con el uso de antimuscarinicos para mantener el
equilibrio DA/ACh debido a la gran relevancia de interneuronas ChAT en la dinamica
patoldgica del estriado con el fin de probar combinaciones de terapias adyuvantes y nuevos

farmacos.

10.5 DIFERENCIA ENTRE LA ACTIVIDAD DE TODAS LAS POBLACIONES NEURONALES DEL
MICROCIRCUITO ESTRIATAL
Finalmente tenemos una comparacion respecto a si existen diferencias entre las CDFs de

todas las poblaciones dentro de una condicion especifica, ya sea en control o en condiciones
parkinsonianas, como se muestra en la Fig. 8; lo que se muestra tanto en la Fig. 8A como en
la Tabla 1, es que en condiciones control, todas las distribuciones son diferentes excepto la
distribucion de la actividad entre las interneuronas ChAT y PV, y curiosamente, ocurre lo
mismo en la Fig. 8B y la Tabla 2 pues la comparacion de la actividad del microcircuito en
condiciones patoldgicas, muestra que todas las distribuciones son diferentes excepto la
distribucion de la actividad entre las interneuronas ChAT y PV. También se puede observar
que las CDFs de estas interneuronas, estdn mas hacia la derecha, lo que implica que la
probabilidad de la actividad acumulada de SPNs A2A y D1 en condiciones control y en
condiciones patoldgicas en un instante de tiempo aleatorio es inferior a la actividad
acumulada de interneuronas ChAT y PV, lo que expone que mucha de la actividad
espontanea en el microcircuito estriatal suele ser por estas interneuronas. Esto es consistente
con lo reportado por Duhne (2020), respecto a que la participacion de las neuronas PV+ en
el microcircuito era entre el 5%-11% con valores atipicos que se acercan al 20%, mostrando
una actividad mas alta que las neuronas PV- como las SPNs. Esta es una revelacion

sorprendente, pues a pesar de constituir menos del 1% de la poblacion neuronal local que
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constituye al nicleo estriado, es la que mas actividad tiene a lo largo del tiempo y la que mas
espontaneidad de actividad muestra en condiciones patoldgicas y se refuerza la hipétesis dada
respecto a que, después del agotamiento de la DA, las interneuronas en el estriado pueden
conducir a una mayor sincronia que contribuye a las oscilaciones patologicas de la red y los
sintomas motores de la enfermedad de Parkinson, dada la actividad potenciada de ChAT y el

posible aumento de inervacion de PV sobre SPNs A2A.

Aunque se ha documentado una subestimacién de la actividad mediante imagenologia de
calcio para las interneuronas (Rehani et al., 2019) debido a la baja resolucion temporal, la
técnica es efectiva para registrar varias neuronas de estriado diferencial y simultdneamente
durante breves periodos de tiempo y poder observar la participacion de las interneuronas en

el microcircuito.

11 Conclusion
En conclusion, mediante el uso de imagenes de calcio con resolucion de una sola célulay el

registro de docenas de células simultaneamente, encontramos que las poblaciones neuronales
del estriado exponen diferentes actividades y distribuciones en condiciones control respecto
al modelo de la enfermedad de Parkinson, siendo las principales diferencias: 1) La dopamina
disminuye la excitabilidad individual de SPNs D1 pero no hay diferencia significativa con la
actividad acumulada a lo largo de los experimentos, por lo que en Parkinson parece haber
mas neuronas activas pero menos excitables. 2) La dopamina tiene un efecto contrario en
SPNs A2A, exhibiendo un aumento en la actividad acumulada a lo largo de los experimentos,
pero no muestra un aumento en la excitabilidad de neuronas individuales en el modelo de
Parkinson. 3) La actividad total acumulada y la excitabilidad individual de las interneuronas
ChAT aumenta significativamente en condiciones patoldgicas. 4) La actividad total
acumuladay la excitabilidad individual de las interneuronas PV permanece sin cambios entre
las condiciones control y patoldgicas. 5) Y la hiperactividad observada en el microcircuito
estriatal privado de dopamina es causada en mayor medida por las interneuronas ChAT y PV
que tienen alteraciones respecto a su dinamica control. Estos hallazgos son la pauta para
posteriores estudios clinicos, de comportamiento y celulares para comprender las acciones

subyacentes de las poblaciones neuronales dedicadas a la codificacion locomotora y entender
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la fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad del

Parkinson.
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