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Resumen

Los factores neurotréficos modulan la transmision sinaptica en los circuitos
neuronales. Se ha mostrado que las conexiones sinapticas se pierden si existe
una falta en la expresién de las neurotrofinas en el sistema nervioso en desarrollo
y en la edad adulta. Asi, en diversas enfermedades neurodegenerativas se ha
sugerido que existe una pérdida de factores troficos, particularmente de
neurotrofinas. En particular, se ha demostrado que la degeneraciéon de las células
de proyeccion del nucleo estriado que se observa en la enfermedad de Huntington
(HD) se debe, en parte, a un decremento en la sintesis de BDNF.

En este trabajo, estudiamos la modulacién que ejercen la neurotrofina BDNF en
las sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales en condiciones normales y usando
un modelo farmacoldgico de la Enfermedad de Huntington. El cual consiste en la
administracion intraperitoneal de acido 3 nitropropionico (3-NP); el cual es un
inhibidor irreversible de la succinato deshidrogenasa (SDH). La administracién de
esta toxina mitocondrial es suficiente para reproducir algunas de las alteraciones
patofisiolégicas de la HD y ha servido para dilucidar algunos mecanismos
celulares que subyacen a dicha patologia.

Para evaluar los cambios en la actividad eléctrica, usamos la técnica de registro
de campo en rebanadas estriatales provenientes de ratones C57/BL6, en estas,
las entradas corticoestriatales se estimularon con un electrodo bipolar situado en
el cuerpo calloso y la respuesta poblacional se registré en el nucleo estriado.
Nuestros resultados muestran un incremento en la amplitud de la espiga
poblacional en presencia del factor trofico BDNF en condiciones normales y en
ratones tratados con 3-NP; el cual puede estar ocurriendo a través de dos
mecanismos: un aumento en la liberacion en el neurotransmisor, o un aumento en

la sensibilidad postsinaptica a este.



Introduccion

El ndcleo estriado pertenece a un grupo de nucleos subcorticales llamados
ganglios basales (GB), los cuales estan interconectados y relacionados con el
control de las funciones motoras como la planificacién, iniciacion y ejecucion del

movimiento (Bargas, et. al., 1998). Ver Apéndice |.

El estriado, es la via de entrada a los GB, recibe proyecciones de la corteza
motora, sensorial y limbica. Estas aferencias son de naturaleza glutamatérgica y
establecen contactos sinapticos con las Neuronas Espinosas Medianas (NEMs) de
proyeccion que son de tipo GABAérgico. Estas células forman el 95% de la
poblacion del estriado. El otro 5% de la poblacién de este nucleo esta formado por
interneuronas de naturaleza GABAérgica y colinérgica (Brodal, 1992; Kawaguchi,
et. al. 1995).

Los axones de las NEMs que salen del nucleo hacia el globo palido interno
(GPi) conforman la via directa, mientras que los axones que proyectan hacia el
globo palido externo (GPe), conforman la via indirecta.

La neurodegeneracion de los GB esta relacionado con enfermedades tales
como el Parkinson, el sindrome de Tourett, las discinesias, y la corea de
Huntington, todas ellas ocasionan la alteracion de los movimientos voluntarios

(revisado en Mendoza, 2001).

La Enfermedad de Huntington (HD, por sus siglas en inglés “Huntington
Disease”) es un desorden neurodegenerativo progresivo, incapacitante, heredable,
caracterizado por la presencia de movimientos incesantes y rapidos (coreas) y
demencia. La magnitud de la degeneraciéon neuronal conduce a la muerte del
paciente. De 4 a 10 personas de cada 100,000 son afectadas por la HD, y en la
mayoria de los pacientes se manifiesta hacia la tercera o cuarta década de la vida
(Hernandez-Echeagaray, 2004; Leewater-Kim y J. Cha, 2004).



Los pacientes con HD presentan una mutacion en el exén 1 del gene IT15
(Hd). Este codifica para una proteina de 348 kDa llamada huntingtina (htt); que en
la mutacion presenta una expansién de tripletes CAG (Citosina-Adenina-Guanina)
que codifican para el aminoacido Glutamina (Brouillet, et al, 1999). En la poblacion
normal, el nimero de repeticiones de CAG varia entre 6 y 35; en contraste, los
individuos afectados por la HD poseen un numero elevado, de 40 a 121
repeticiones. Cuando aumenta el niumero de repeticiones de CAG en el gene Hd
aumenta la probabilidad de desarrollar la enfermedad a edad méas temprana, la

sintomatologia serd mas severa y mas corta la esperanza de vida.

En la histopatologia de la HD se observa que hay una pérdida selectiva de
poblaciones neuronales, tales como las neuronas estriatales y neuronas corticales
(Alberch et. al. 2004). En especial, la degeneracion de las NEMs de la via indirecta
(estriato-palidales) esta relacionada con el desarrollo de la enfermedad de
Huntington (Fusco, et. al, 2003; Leegwater-Kim y J. Cha, 2004). Una de las
causas de la degeneracién de las neuronas espinosas medianas parece deberse a
la pérdida de factores tréficos, que participan en el mantenimiento de éstas células
(Gauthier, et. al., 2004).

Factores neurotrdficos.

Los factores neurotréficos, tienen una funcidén clave durante el desarrollo,
son sustancias naturales promotoras de la sobrevivencia de poblaciones
neuronales, estimulan su diferenciacidon morfologica, y regulan la expresidon
neuronal (Alberch op. cit, 2004), en edad adulta, mantienen la funcién neuronal y
el fenotipo. Asi las neuronas dependen de la disponibilidad de alguna cantidad
minima de factores tréficos para su sobrevivencia y para la persistencia de sus
conexiones sinapticas. El tejido blanco sintetiza y pone a disposicién de las
neuronas en desarrollo cantidades limitadas de los factores troficos apropiados
(revisado en Kandel, et. al., 1997).



Durante el transcurso normal de la ontogenia existe la muerte de
numerosas neuronas. Esta ocurre mediante la muerte celular programada, la cual
depende de la trascripcidn activa de un conjunto de genes especificos que cuando
se “encienden” hacen que las neuronas u otras células degeneren (revisado en
Purves, et. al. 1997). En el desarrollo los factores tréficos tienen un papel en la
supervivencia neuronal y pueden actuar suprimiendo un programa de muerte
celular en las células posmitéticas, las neuronas con privacion tréfica degeneran y
mueren a través de un proceso denominado apoptosis (Kandel, et. al., 1997). Sin
embargo en el tejido adulto mantienen el funcionamiento y la sobrevivencia de las

células y modulan su actividad sinaptica (Poo, M., 2001).

Las Neurotrofinas son un tipo de factores tréficos que se encuentran
distribuidos principalmente en el Sistema Nervioso. En la actualidad existen cuatro
miembros caracterizados de la familia de las neurotrofinas: el NGF (nerve growth
factor), BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), NT-3 (neurotrophin-3), y NT-
4/5. Cada uno de los factores tréficos actiua sobre su receptor modulando asi la
actividad sinaptica. Las neurotrofinas poseen alta afinidad a 4 tipos de receptores
Trk (receptores tirosina Kinasa): NGF que es afin por TrkA, BDNF y NT-4/5 que
son afines por TrkB, NT-3 que es afin por TrkC. Existe otro receptor de baja
afinidad llamado p75 al cual son afines todas las neurotrofinas cuyo papel es de
tipo regulador (LeBmann, et al, 1998a).

Se sabe que el BDNF controla el crecimiento, desarrollo, diferenciacion y
mantenimiento del Sistema Neuronal, asi como la plasticidad y la actividad
singptica (Chao, 2003; Binder y Scharfman, 2004; Zuccato y Cattaneo, 2007)
También se ha mostrado que el BDNF mantiene la sobrevivencia de las neuronas
espinosas medianas del ndcleo estriado (Zuccato, et. al. 2001). EI BDNF es
sintetizado en las células piramidales de la corteza cerebral y liberado en el
estriado (Fusco, et. al., 2003).

El BDNF vy la proteina huntingtina (htt) estan presentes tanto en la corteza
como en el estriado. En estudios recientes se ha mostrado que la proteina htt



juega un papel en la produccién de BDNF, se ha visto que en el 99% de las
neuronas piramidales de la corteza contienen huntingtina y BDNF, y en el estriado
ambas se expresan en 75% de la poblacion neuronal (Fusco op. cit., 2003). La
huntingtina poliglutaminada es reconocida por enzimas proteoliticas que la cortan
y sus residuos pueden actuar en el nucleo o citoplasma de las células corticales
que proyectan al estriado reduciendo la trascripcion de BDNF al mismo tiempo que
alteran la liberacion de neurotransmisor en esas células. Se ha sugerido que este
efecto incrementa la susceptibilidad de las NEMs a la excitotoxicidad y por tanto a
la degeneracion neuronal (Fusco et al., 2003, Baquet, et. al., 2004).

Manipulaciones experimentales que demuestran la participacion del BDNF en el

funcionamiento estriatal.

Se han realizado estudios con BDNF en donde se manipularon los niveles
de este y de la NT-4/5 en el hipocampo y neocorteza de ratones, observando que
se produce un aumento en la transmisién sinaptica glutamatérgica cuando
aumenta la concentracion de BDNF en las células piramidales (Lefmann,
Heumann, 1998b).

Estudios asociados con la enfermedad de Huntington, destacan los
realizados por Zuccato, y cols. (2001) en donde describen que el gene mutado
transcribe una huntingtina de 350kDa, que altera la transcripcidén y los niveles de
BDNF en las neuronas corticales. Esto provoca una disminucién del factor tréfico
en el estriado lo que conlleva a la pérdida de las células espinosas medianas en
este nucleo. Ellos concluyen que el BDNF es importante y modula la sobrevivencia

neuronal del nucleo estriado.

En 2003 Fusco y cols., realizaron un estudio de la localizacion de BDNF en
el cerebro de ratones normales y con lesion de acido-quinolinico, registrando que
los niveles de BDNF disminuyen en los animales tratados con el acido quinolinico

lo que produjo excitotoxicidad en las neuronas estriatales.



Baquet y cols., (2004) mostraron que con la edad el volumen estriatal y de
la corteza disminuye en modelos HD (Emx-BDNF"®), ademas hay disminucién en
el nimero de neuronas estriatales en comparacion con modelos silvestres. Canals
y cols., en el mismo afo examinaron si el nUmero de repeticiones y niveles de la
huntingtina mutada (htt™) afectan la producciéon de BDNF, mostrando que la baja
regulacion de BDNF por la huntingtina poliglutaminada depende de la longitud y

niveles de expresion de las repeticiones CAG.

Carmignoto y cols. en 1997 realizaron un trabajo con neuronas de la
corteza visual de ratas en el que observaron el efecto del BDNF sobre la
transmisién singptica. Utilizaron dos concentraciones (50 y 100 ng/ml) para ambas
se observd un incremento en la amplitud de las corrientes excitatorias evocadas
(EPSCs).

Se sabe que los factores troficos modulan la transmisién sinaptica en los
circuitos neuronales. Por ejemplo la neurotrofina BDNF modula la transmisién
sindptica en hipocampo y corteza visual (ya antes mencionado). No existen
trabajos en los que se evalue la modulacién que ejerce ésta neurotrofina en la
poblacion neuronal del estriado; por lo que en este trabajo se evalué la modulacién
de las sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales en rebanadas de cerebro

provenientes de ratones normales.
Modelo farmacoldgico de la enfermedad de Huntington.

Existe un modelo farmacolégico de la enfermedad de Huntington (HD) el
cual consiste en la administracion intraperitoneal de acido 3 nitropropiénico (3-NP).
El 3-NP es un inhibidor irreversible de la succinato deshidrogenasa (SDH). La
actividad de la SDH esta ubicada en el complejo Il de la cadena respiratoria
mitocondrial. La administracion de esta toxina mitocondrial es suficiente para
reproducir algunas de las alteraciones patofisiol6gicas de la HD y ha servido para
dilucidar algunos mecanismos celulares de dicha patologia (Beal, et. al, 1993; Fu,
et. al., 1994; Willner, et. al., 1994; Saulle, et. al., 2004).



El 3-NP es una toxina que se encuentra en Indigofera endecaphylla Jacq.
(Coles, etal., 1978), cuando es consumida accidentalmente por animales o
humanos estos presentan necrosis bilateral en el putamen, distonia como las
observadas en pacientes con HD. Esta toxina es un inhibidor irreversible de la
deshidrogenasa succinica que inhibe tanto al ciclo de Krebs como al complejo Il
mitocondrial de la cadena respiratoria (Ludolph et. al. 1991).

Estudios neuropatolégicos indican que el estriado es el sitio del cerebro
mas vulnerable en ratas y ratones intoxicados con el 3-NP. Otros cambios
neuropatolégicos observados después de la administracion crénica de la toxina
después de un mes, son la hipoxia y/o isquemia (Beal, et. al, 1995). La
administracion crénica de esta toxina muestra cambios en el crecimiento
dendritico de las NEMs, similares a los observados en la enfermedad de
Huntington (Beal, et. al., 1993). La muerte estriatal por el 3-NP ha sido atribuida al
aumento de la excitotoxicidad provocada por una deficiencia de ATP, y aumento
en la produccién de radicales libres (revisado en Nishino, et. al., 1997)

Ya que en este modelo la poblacion neuronal del estriado es mas
susceptible a la toxina 3-NP y reproduce la patologia observada en la HD se utilizd
para evaluar la modulacion glutamatérgica corticoestriatal por el BDNF en ratones
tratados con el 3-NP.



Justificacion

Se sabe que los factores troficos modulan la transmisién sinaptica en los
circuitos neuronales. Por ejemplo la neurotrofina BDNF modula la transmisién
sindptica en hipocampo y corteza visual (ya antes mencionado). No existen
trabajos en los que se evalue la modulacién que ejerce ésta neurotrofina en la
poblacion neuronal del estriado; por lo que en este trabajo se evalué la modulacién
de las sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales en rebanadas de cerebro
provenientes de ratones normales. En el modelo farmacoldgico de la Enfermedad
de Huntington la poblacién neuronal del estriado es mas susceptible a la toxina 3-
NP y reproduce la patologia observada en la HD, por lo que se utilizé para evaluar
la modulacion glutamatérgica corticoestriatal por el BDNF en ratones tratados con
el 3-NP.

Hipétesis

Conociendo que existen alteraciones en la poblacién neuronal del estriado
debido a la administracion de la toxina 3-NP, es posible que exista una
disminucién en la respuesta sinaptica poblacional comparada con la respuesta

poblacional de las rebanadas de cerebro provenientes de ratones normales.



Objetivos

Objetivo General

» Analizar el efecto del BDNF sobre la excitabilidad neuronal en condiciones
normales y en un modelo murino de la HD.

Objetivos particulares

» Estudiar la modulacion sinaptica que ejerce el BDNF de la actividad excitatoria
estriatal en ratones normales.

» Estudiar la modulacién sinaptica que ejerce el BDNF de la actividad excitatoria
estriatal en un modelo murino de la enfermedad de HD.



Material y Métodos

Para llevar a cabo los objetivos del presente trabajo, se utilizaron 14 ratones
macho de la cepa C57/BL6 (C57BLACKS6, o black 6 es la cepa endogamica de
raton de laboratorio mas ampliamente usada para ser manipulada genéticamente
en el estudio de las enfermedades humanas) de 9-13 gramos de peso (Harlan,
México). Se formaron dos grupos, el grupo tratado con 3-NP (8 ratones) y el
grupo control (6 ratones). A los ratones experimentales se les traté crénicamente
con 3-NP via intraperitoneal a una concentracion de 15 mg/Kg durante cinco dias;
Se sacrificaron al séptimo dia para realizar el registro poblacional neuronal in vitro

en el estriado.
Obtencidn del tejido cerebral.

Se decapit6 al animal después de anestesiarlo con éter etilico; se extrajo el
cerebro y se sumergié en un vaso de precipitados conteniendo una solucién salina
isoténica fria (4°C); compuesta de: 2.52M NaCl, 60.0mM KCI, 100.0mM CaCls,
20.0mM MgCl,, 520.0nM NaHCOs3, 10.0mM Glucosa, saturada con una mezcla de
95% 02/ y 5% CO2 con una osmolaridad de 300 mOms por litro y un pH de 7.4.

Posteriormente se separaron ambos hemisferios cerebrales y se colocaron
en una camara de un vibrosilicer (Pelco, TedPella) que contenia la solucién
previamente descrita. Se realizaron cortes sagitales (350um), las rebanadas
fueron colectadas un vaso de precipitados sumergiéndolas en la solucién salina

oxigenada.

Para realizar el registro poblacional por rebanada, estas se trasladaron a la
camara de registro. El flujo constante de la solucion salina fue de 1 +0.5 ml/min a
una temperatura constante de 32 + 0.05° C.
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Registro poblacional de células estriatales en rebanadas.

Una de las herramientas electrofisiol6gicas utilizadas para estudiar las
respuestas sindpticas en el neoestriado in vitro, es el registro del potencial de
campo en la rebanada cerebral. Con esta técnica se evalua el comportamiento de

cientos de células en condiciones determinadas experimentalmente.

El potencial de accion registrado extracelularmente es una onda trifasica,
dada por el cambio en la localizacion de los pozos y las fuentes de corriente
activa. En la neurona durante el pico del potencial de accién, en la membrana del
soma se da una corriente activa (llamada pozo), y en las dendritas se da una
corriente pasiva (llamada fuente). Por convencion, en un registro extracelular una
onda hacia abajo es negativa (-) y representa una corriente entrante; mientras que

una onda hacia arriba es positiva (+) y representa una corriente saliente.

Los registros se obtuvieron estimulando las fibras aferentes al neoestriado
(intensidad: 0-30 mV; duracién: 0.04 ms; frecuencia: 0.1 Hz), colocando electrodos
bipolares concéntricos de 50 um de diametro en la punta; A 500 um del electrodo
de registro. Se emplearon electrodos de borosilicato (4-5 MQ de resistencia)
llenados con NaCl (0.9 %) como conductor (procedimiento descrito por Mendoza,
2001). La senal electrofisiolégica se amplificé (MP-P15, GRASS) y se adquirié en
linea con la ayuda de una plataforma de adquisicion y analisis Lab View con una
interfase AT-MIO (National Instruments).

En el caso de los animales tratados con 3-NP la estimulacidon necesaria
para producir una espiga poblacional fue mayor (aprox. 10-40 mV) debido a la
disminucién de la poblacién neuronal y por tanto a la disminucién del reclutamiento
de las neuronas, asi, aumentando el estimulo, pudo observarse y registrarse mejor

la respuesta poblacional.

Una vez obtenida la respuesta poblacional, se guardo un tiempo control de
10 minutos, al cabo de los cuales se procedi6 a anadir el BDNF a una
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concentracion de 50 ng/ml en un volumen de 50 ml a flujo constante de la solucién
previamente descrita. El lavado se realizo al término del flujo de los 50 ml. Para
aislar la actividad sinaptica glutamatérgica excitadora se utilizé un inhibidor de
GABA (Bicuculina 10uM). Se midié la amplitud del potencial poblacional

glutamatérgico Unicamente.

Andlisis de Resultados.

En el registro poblacional de la transmisién sinaptica se compararon los
promedios de las respuestas glutamatérgicas y su modulaciéon por BDNF del grupo
control, y con el tejido cerebral proveniente de ratones tratados con 3-NP.

Los datos obtenidos fueron graficados en el programa Origin 7 (Microcal
Origin Lab Corporation, Northamptom, MA, USA); y analizados estadisticamente
con el programa Sigma Stat 3.1 (Softeck, SPSS, Inc), utilizando las pruebas
estadisticas de datos correlacionados (paired-test) y pruebas no paramétricas de
datos no correlacionados (t-test). Los analisis estadisticos de cada experimento se

encuentran condensados en el apéndice Il.
Protocolo de pulso pareado

Las terminales corticoestriatales se estimularon usando el protocolo de
pulso pareado, el cual consiste en dar dos estimulos de la misma intensidad con
un intervalo de entre 30-100 ms. Para analizar los cambios inducidos por el
protocolo de pulso pareado se usa el cociente, que resulta de la division de las
amplitudes S,/S1*100. Esta es una medida para analizar si existe cambio en la
liberacién de neurotransmisor y si ésta es pre- o post- sindptica. Si incrementa la
liberacion del neurotransmisor la facilitaciéon por pulso pareado (FPP) disminuye, si
decrementa la liberacion de neurotransmisor la FPP aumenta. Este protocolo se
basa en la teoria del calcio residual que establece que los cambios en la FPP son
resultado de las modificaciones en los niveles de Calcio®* intracelular en la

terminal sindptica. La concentracién de Calcio®* puede aumentar o disminuir como

12



respuesta a los estimulos de la misma intensidad dados cercanos en el tiempo, lo
que modifica la probabilidad de liberacion del neurotransmisor (Katz Y Miledi,
1968; Lefman y Heumman, 1998), si el cambio es presinaptico el cociente
S2/S1*100 no se modifica. Si el cambio es postsinaptico las amplitudes de ambas

respuestas se modifican y por lo tanto el cociente S,/S1*100 cambia.
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Resultados

El Potencial de Campo es una respuesta estable que se mantiene durante el

transcurso del experimento.

Para indagar que los cambios observados en la amplitud de la respuesta
poblacional son debidos a las manipulaciones experimentales como la aplicacién
de la neurotrofina, y no al cambio propio de la respuesta sinaptica, se procedié a
grabar un registro control. En la figura 1 se muestra una grafica que representa el
curso temporal de la respuesta sinaptica (S+), la cual se obtuvo de promediar la
respuesta poblacional durante 20 minutos (n= 10). Se observa que la respuesta se

mantiene estable a lo largo del tiempo.
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Figura 1- En A se muestra el porcentaje de cambio de la respuesta poblacional (S;) a lo largo del
tiempo (X+c). En B se muestran los trazos representativos del curso temporal 1 y 2 marcados en la
gréfica. El tercer trazo muestra la sobre posicion de ambos para compararlos y observar los cambios

que ocurren después de cada curso.
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Efecto de la neurotrofina BDNF sobre el estriado de ratones control.

Con el fin de determinar el efecto del BDNF sobre la respuesta poblacional
glutamatérgica del estriado en rebanadas mantenidas in vitro, se determiné su
efecto usando una concentracion previamente reportada por otros laboratorios
como efectiva para rebanadas cerebrales provenientes de roedores y registradas
in vitro (50 ng/ml; Carmignoto, et. al., 1997). La respuesta GABAérgica fue inhibida

utilizando el inhibidor de los receptores GABAAa: Bicuculina (10 uM).

La amplitud de la respuesta poblacional glutamatérgica aumenté un 70%
(x7%) respecto al control en tres registros (total 6 registros); ésta se observé 5
minutos después de haber aplicado la neurotrofina (BDNF), la amplitud se
mantuvo estable al cabo de 15 minutos de haber aplicado el BDNF (Figura 2).

Existen diferencias significativas en la amplitud de la primera respuesta
poblacional S observada después de haber aplicado la neurotrofina BDNF (to= -
7.861, P= 0.016) respecto a la amplitud control (Figura 2). Mientras que la amplitud
del segundo potencial S, no es estadisticamente significativa con respecto a Sp
control (to= -3.628, P = 0.068), ver Apéndice II.
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Figura 2- Gréfica en la que se muestra en A el incremento en la amplitud de la primera espiga del
potencial de campo (S;) en las sinapsis glutamatérgicas, el aumento fue de un 70+ 7% respecto al
control (o) *P= 0.016. En B se muestran los trazos representativos del curso temporal; 1-antes de
aplicar el BDNF, 2- después de aplicar la neurotrofina. El tercer trazo muestra la sobreposicién de 1
y 2.
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En la figura 3 se muestra el curso temporal de un registro antes, después
de haber aplicado el BDNF y el lavado. Se observa que el efecto de la neurotrofina
se mantiene, es decir, la respuesta poblacional glutamatérgica sigue incrementada

en amplitud a pesar de ya no estar presente el BDNF (Figura 3).

0.45- BDNF (50ng/ml)
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Figura 3- Gréfica en la que se muestra el curso temporal de las amplitudes observadas a lo largo del
registro poblacional de las neuronas del estriado un experimento control en circulos negros, mientras que
en circulos blancos se observa el promedio de los trazos. La barra negra indica el tiempo en que fue
administrado el BDNF (50 ng/ml), al cabo del cual se procedi6 al lavado.

17



En tres registros (de 6) se observé un comportamiento transitorio negativo,
es decir que la amplitud de la respuesta poblacional disminuyd después de haber
agregado la neurotrofina y volvié a la amplitud control después de 20 minutos, aun
estando el BDNF en el bano de la camara (Figura 4).

Esta disminucién fue de aproximadamente 25% + 3% (promedio +o)
respecto al control. La amplitud comenzé a disminuir a los 6 minutos de haber
agregado el BDNF a la solucién del bano de la camara de registro; y regreso a la
amplitud control al cabo de 26 minutos y se mantuvo estable.

Los cambios observados durante estos experimentos no son
estadisticamente significativos en la amplitud Si (t1 2= 4.04; P = 0.056), ni en la
amplitud Sy (t1 o= 1.356; P = 0.308) después de aplicar la neurotrofina BDNF, ver
Apéndice Il. Como los cambios observados en estos experimentos no fueron
estadisticamente significativos, se considera que el BDNF por tanto no tuvo efecto

en la poblacion neuronal del estriado de las rebanadas de cerebro de los ratones.
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Figura 4- En esta grafica se muestran los eventos sindpticos ocurridos durante la administracién de la
neurotrofina (BDNF, 50 ng/ml) en 3 experimentos. La amplitud disminuye 25% (+ 3%) (promedio +c)
aunque se restablece al cabo del tiempo; P=0.056, ver Apéndice II.
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Modulacion de la facilitacion del pulso-pareado por el BDNF.

En el presente trabajo se observé que acompanado a los cambios en la
amplitud sinaptica hubo una variaciéon en el FPP. En la mayoria de los registros
en presencia de BDNF existi6 una decrementd en la FPP, y el cociente S2/S1
cambié (ambas amplitudes incrementaron) después de haber administrado la
neurotrofina, lo que sugiere que el BDNF increment6 la liberacién del
neurotransmisor a nivel presinaptico (disminucion en la FPP) pero también un

probable cambio postsinaptico (cambio el cociente S2/S1). (Ver adelante)

El cociente S,/S; disminuyé en dos de los tres casos después de haber
administrado el BDNF, mientras que en uno hubo un aumento (Tabla 1, Figura 5
A). Aunque en general la tendencia fue la disminucién en el cociente de la FPP
debido al protocolo del pulso pareado (Figura 5 B). La disminucién fue de —15% %

0.125 % (promedio * o) respecto al control.
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82/51 S2/81

Experimento
Antes Después
1 1.68 1.1
2 1.32 1.07
3 1.18 1.28

Ta*bla 1- Relacién del cociente (S,/S;) antes y después de aplicar la neurotrofina. Solo un experimento
(3 ) mostré un aumento en el cociente después de aplicar el factor tréfico BDNF (50 ng/ml).

A B
1.7 1 =
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o 51.0 4 .
gﬂ g § \
5 1.4 T
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2 13 - L]
= 1 - -
3 3
Y2 . 52
1.1 1 u
T T 1 0.5 T T A
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Figura 5- En A se muestra la facilitacién obtenida en cada uno de los registros; mientras que en B es el
promedio del cambio en el porcentaje de facilitacién (promedio +c) inducido por la neurotrofina
(BDNF); n=3, P=0.346.

La disminucién observada en el cociente (S./S1) por pulso pareado no es
estadisticamente significativa (to=1.121, P =0.346, ver Apéndice IlI) después de
haber aplicado la neurotrofina (BDNF). EI aumento en la amplitud de ambos
potenciales por lo tanto parece ser debida a mecanismos postsindpticos de la
membrana, ya sea por el aumento en la fosforilacién de los receptores a glutamato
que genere un aumento de la apertura de los canales; o es la misma apertura,
pero esta se mantiene abierta por mas tiempo. Sin embargo nuestro disefno
experimental no nos permite distinguir cual seria el mecanismo postsinaptico

responsable.
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Efecto de la neurotrofina BDNF sobre el estriado de ratones tratados con 3-NP.

En estos experimentos se determind la respuesta poblacional a la
neurotrofina BDNF (50 ng/ml) sobre rebanadas de cerebro de ratones tratados
intraperitonialmente con 3-NP. La respuesta GABAérgica fue inhibida con
Bicuculina (10uM).

El aumento en la amplitud de la respuesta poblacional comenzé a
observarse a los quince minutos de haber administrado la neurotrofina.

Alcanzando su amplitud maxima después de 30 minutos (Figura 6).

En el lavado se observa que la amplitud regresa a las condiciones control.
La amplitud aumenta un 25% * 4% respecto al control. La amplitud maxima fue de

30 % * 24% respecto al control.

Los cambios observados en la respuesta poblacional Si después de
administrar el BDNF son estadisticamente significativos respecto a la amplitud
antes de administrar el BDNF (t,= -2.974; P= 0.041; Figura 6); mientras que en la
segunda respuesta (Sy) no existen diferencias significativas (t4= -0.869; P= 0.434)

ver Apéndice Il
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Figura 6- En esta grifica en A se muestra el incremento de la amplitud de la primera espiga del
potencial de campo en la sinapsis glutamatérgicas, este fue de un 25t 4% respecto al control en animales
tratados con el 3-NP (promedio +c), n= 3, *P=0.041. En B se muestran los trazos representativos 1 y 2
del curso temporal, mas la sobreposicién para observar los cambios en la respuesta
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Modulacion de la facilitacion del pulso-pareado por la neurotrofina BDNF en

animales tratados con 3-NP.

Para analizar el cambio en la respuesta sinaptica poblacional se uso la
Facilitacion por pulso pareado (FPP). En todos los registros existi6 una
disminucién de la facilitacibn después de haber administrado la neurotrofina
(BDNF, 50 ng/ml) (Tabla 2). En general la disminucion fue de -11 % + 0.017%

respecto al control (Figura?7).

La disminucién de la FPP después de haber aplicado la neurotrofina es

estadisticamente significativa (t4= 3.532; P= 0.024, ver apéndice ).

S2/$1 S2/S1
Experimento
Antes Después
1 1.7 1.55
2 1.66 1.45
3 2.12 1.74
4 1.12 1.02
5 1.1 1

Tabla 2- Valores de FPP (S,/S)) antes y después de aplicar la neurotrofina, en todos los casos existié una
disminucion en los valores de FPP después de aplicar el BDNF (50 ng/ml).
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Figura 7- (A) Facilitacién; (B) y porcentaje de facilitacién (promedio +c) de cambio inducido por la
neurotrofina (BDNF) en la facilitacién sindptica producida por el protocolo de pulso pareado. n=5; *P=
0.024.

En estos casos se observa que el aumento en la amplitud es menor que el
observado en los ratones en condiciones normales (solo el 25+4%) mientras que

en estos ultimos el aumento fue de 70+7%. (Figura 8).

Comparando la respuesta sinaptica S; antes de aplicar el BDNF no existen
diferencias significativas (ts=-1.258; P=0.225) y en la respuesta S, (ts=-1.032;
P=0.342) tampoco hay diferencias significativas. Y en cuanto a la respuesta
después de haber aplicado el BDNF tampoco existen diferencias significativas (S+
ts=0.710, P=0.504; S, ts=-0.0245; P=0.981). Lo que nos indica que a pesar de que
hubo mayor aumento en las condiciones normales éste no fue significativo

respecto a las amplitudes observadas en los ratones tratados con 3-NP (Figura 8).
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Figura 8- Comparacién de la modulaciéon del BDNF en las sinapsis corticoestriatales en condiciones
control y en animales tratados con el 3-NP. Note como se reduce la modulacién del BDNF en el
potencial poblacional en este tltimo caso (promedio +c) (A). En B estdn los trazos correspondientes a
control, y la sobreposicién de ambos (1+2). En C estan los trazos correspondientes a 3-NP. 1-trazo antes
de aplicar el BDNF; 2- trazo después de aplicar la neurotrofina, 1+2 es la sobreposicion de ambos.

Comparando el cociente S,/S1 después de haber administrado el BDNF en
animales tratados con 3-NP y animales en condiciones normales este no es

estadisticamente diferente (ts= -1.007, P= 0.353, ver apéndice Il) (Figura 9).
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Figura 9- Porcentaje (%) de cambio inducido por las neurotrofinas en la facilitacidn sindptica
producida por el protocolo de pulso pareado. En condiciones control (circulo negro) y con 3np
(circulo blanco). Se observa que no hay un cambio significativo (promedio +c) P=0.353.
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Comparacion del efecto de la neurotrofina BODNF en el estriado de ratones control
y tratados con 3-NP en donde la neurotrofina no tuvo efecto.

En cuatro registros de ratones que fueron tratados intraperitonealmente
con 3-NP, no se observd cambio en la amplitud de las respuestas sinapticas de S;
y S,. Estadisticamente no existen diferencias significativas en la amplitud S;
respecto a la amplitud antes de administrar la nuerotrofina (t3= 2129; P= 0.123, ver
Apéndice Il) (Figura 8; rombos blancos). En la amplitud S, tampoco se observaron
diferencias significativas después de haber administrado el BDNF (Wilcoxon
Signed RankTest, P= 0.125).

Con respecto a los ratones control antes de administrar la neurotrofina; la
amplitud S; de los ratones tratados con 3-NP, no es estadisticamente diferente
(ts= -0.801, P= 0.459). Asimismo la amplitud S, tampoco mostrd diferencias
estadisticamente significativas (ts= -0.592; P= 0.580) (Figura 8; B).

Para el caso de las respuestas poblacionales S1 y S, después de haber
aplicado el BDNF si existen diferencias significativas Sy (ts= 3.809, P= 0.013); esta
diferencia es debida principalmente a que en los ratones control si se observo un
incremento en la amplitud de la respuesta poblacional, mientras que en 4 de 9
ratones tratados con 3-NP no se observo cambio alguno como respuesta a la
administracion del BDNF (Figura 10; B y C).

En la respuesta poblacional Sy también existen diferencias significativas (ts=
2.610, P= 0.048, ver Apéndice ll), la diferencia es debida a que en los ratones
control existi6 un aumento en la amplitud del segundo potencial mientras que en

los ratones experimentales no hubo efecto.
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Figura 10- A, Comparacion de la modulacién del BDNF en las sinapsis corticoestriatales en condiciones
control y en animales tratados con 3-NP en donde la neurotrofina no tuvo efecto sobre la respuesta
sindptica. En B estdn los trazos correspondientes a control ademds de la sobreposicién de ambos (1+2).
En C estdn los trazos correspondientes a 3-NP. 1-trazo antes de aplicar el BDNF; 2- trazo después de
aplicar la neurotrofina, 1+2 representa la sobreposicion de ambos.
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Discusion
Aumento en la amplitud de las sinapsis glutamatérgicas estriatales debido al
BDNF.

En el presente trabajo se evalué la modulacibn de las sinapsis
corticoestriatales por el factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF). En
condiciones normales se observéo que el BDNF aumenta la amplitud de las
corrientes sinapticas excitatorias evocadas en el estriado en un 70% +7% (en 3
de 6 registros) y en los otros tres casos la disminuye en un 25% + 3%; pero la
amplitud regresa a la linea base antes del lavado.

Se ha reportado que las neurotrofinas (NT-3, BDNF, NT 4/5, NGF)
potencian la transmision sindptica principalmente en hipocampo de ratas y ratones
(LeBman, 1998; Lefman y Heumman, 1998; Kang y Schuman, 1995). Otros
trabajos incluyen areas como la corteza visual, en donde el BDNF potencia la
transmision sinaptica excitatoria (Carmignoto, et. al., 1997; Akaneya, et. al., 1997).

Este aumento ocurre de manera rapida (minutos).

Las corrientes sinapticas pueden aumentar por un incremento en la
liberacion presinptica del transmisor o por un incremento en la sensibilidad

postsinaptica al transmisor (Stoop y Poo, 1996).

Se ha demostrado que seguido de la aplicacién de BDNF en un cultivo de
neuronas hipocampales ocurre un incremento rapido en la concentracion de Ca?*

interno (Berninger, et. al., 1993).

El mecanismo por el cual el BDNF produce una elevacion en las
concentraciones de Ca?*, puede resultar de la accién de fosfolipasas C (PLC); ya
que, tanto el BDNF como el NT-3 estimulan la fosforilacion de PLC vy
subsecuentemente permiten un incremento en la concentracion y en la hidrdlisis
de la inositol trifosfato (IP3) (Widmer, et. al, 1993; Knipper, et. al., 1993).

Alternativamente, el calcio externo puede ser requerido para la transduccién de
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sefnales provocadas por el BDNF, y asi la elevacion de |IP; desencadena liberacion
de Calcio de las vesiculas internas (Stoop y Poo, 1996)

Se conoce que las neurotrofinas se unen a los receptores Trk que
rapidamente se autofosforilan seguido de la fosforilacion de otras proteinas, y
genes que modifican (o afectan) la trascripcion (Carmignoto, et. al., 1997: Sheng y
Greenberg, 1990).

Las fosfolipasas no son proteinas integrales de membrana; son proteinas
solubles que se unen a la membrana por interaccion de ésta con su dominio
(TrkB) (Sheng y Greenberg, 1990; Widmer, et. al, 1992; Zirrgiebel, et. al., 1995;
Carmignoto, et. al., 1997:). Estas actian sobre su sustrato (Fosfatidil inositol PIPy)
hidrolizandolo y dando lugar a dos segundos mensajeros como son el DAG y el
IP3. Que a su vez puede activar otras enzimas (como son las proteinas cinasas)
que pueden fosforilar los receptores a Glutamato (NMDA y AMPA) y mantenerlos
abiertos por mas tiempo o ampliar el diametro de apertura; lo que explicaria la
potenciacion sinaptica de forma postsinaptica.

Por otra parte la potenciacién sinaptica es atribuible a la elevacién en la
liberacién de neurotransmisores que es directamente afectada por los cambios en
los niveles de Ca?* (incremento en los niveles de Ca®* intracelular) (LeBman, 1998;
Pandiella, et. al, 1986). Lo que provoca un aumento en la liberacion del
neurotransmisor; es decir existe un aumento en la eficacia de la liberacion de

Glutamato desde las neuronas presinapticas (Lefman, 1998).

Usando el protocolo de Facilitacién por Pulso Pareado (FPP), se ha visto
que cuando incrementa la concentracién de Ca?' en el interior celular, la
facilitaciéon inducida por el protocolo de pulso pareado se reduce y si el efecto
ademas afecta la membrana postsinaptica las amplitudes de ambos potenciales
presentan un cambio (Rahamimoff, 1968), como se observa en nuestros
resultados. El efecto del BDNF en el FPP es consistente con la concentracién
elevada del Ca?* intracelular inducida por este factor (Stop y Poo, 1996).
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Carmignoto, et. al. (1997) observaron que el aumento en la amplitud de las
corrientes excitatorias ocurre de manera presinaptica; las neurotrfinas BDNF vy
NGF afectan la probabilidad de liberacion del neurotransmisor. Ademas la
amplitud resultado del reclutamiento de varias terminales axénicas que coinciden

en el mismo blanco neuronal.

El aumento en la amplitud de los potenciales de campo y de las corrientes
excitatorias ocurre de una manera dosis-dependiente (Akaneya, et. al., 1997),
mediante la activacion de las vias de senalizacion asociadas a la estimulacién de

los receptores tipo TrkB (Lefman y Heumman, 1998; Carmignoto et. al., 1997).

Ademas del efecto positivo en la amplitud de la respuesta sinaptica,
también se observa que disminuye la amplitud de la respuesta (en 27% de los
registros), aunque ésta se reestablece después de 30 min de haber aplicado el
BDNF). Esta disminucion no fue estadisticamente significativa (S1 t1.= 4.04; P =
0.056, ver Apéndice Il). Por lo que, como ya antes se habia mencionado, como el
cambio no es estadisticamente significativo se concluye que el BDNF no tuvo
efecto en estas rebanadas.

Aumento en la amplitud de las sinapsis glutamatérqicas estriatales por el BDNF en

animales tratados con 3-NP.

Ademas de evaluar el papel del BDNF en la modulacién sinaptica en
condiciones normales también se evaludé en un modelo murino de la enfermedad
de Huntington. EI modelo que se empleé fue el modelo farmacolégico inducido
mediante la aplicacion del 3-NP.

Como ya se describid, la administracion sistémica de la toxina mitocondrial
3-NP afecta a las neuronas espinosas medianas (NEM) de proyeccién; y produce
cambios dendriticos similares a los observados en la enfermedad de Huntington
(Beal, et. al., 1993). Estos estan caracterizadas por cambios en las ramificaciones

dendriticas y el recurvamiento de las mismas; ademas de un incremento marcado
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en la densidad de las espinas dendriticas (Brouillet, et. al., 1993; Beal, et. al.,
1993; Reynolds, et. al., 1998).

El tipo de lesién que produce la administracién de la toxina 3-NP es de tipo
excitotdxica, que hace a las neuronas mas vulnerables a los niveles de glutamato
enddgeno por la reduccion de ATP producido cuando el complejo Il mitocondrial
esta inhibido (Fu, et. al., 1994).

El tratamiento con 3-NP produce una reduccion en el potencial de
membrana, lo que puede activar indirectamente los receptores NMDA y por lo
tanto existe un flujo excesivo de Ca®*". (Dalbem, et. al., 2005). Asi mismo las
neuronas espinosas medianas responden a la toxina 3-NP con una
despolarizacién irreversible de la membrana (Saulle, et. al., 2004), debido a la
disminucion de ATP que hace funcionar las ATPasas de membrana que

mantienen la diferencia de potencial de las neuronas.

Aunado a todo esto, existe muerte neuronal (Beal, et. al, 1993; Fu, et. al.,
1994; Willner, et. al., 1994; Saulle, et. al., 2004), por tanto hay menos poblacion
neuronal, lo que conlleva a un menor reclutamiento de la poblaciéon (no pueden
potenciarse). Asi mismo puede ocurrir que como parte de las modificaciones que
sufren las neuronas por el tratamiento; exista una disminucion en la presencia de
los receptores (Trk) y que por tanto exista una afectacion en el aumento de la
respuesta mediada por la activacién de los receptores postsinapticos AMPA y
NMDA; y por tanto la intensidad del estimulo haya aumentado (17 £ 3 Mv)
respecto al control (8 £ 1 Mv); ademas de que la respuesta haya sido menor
respecto al control.

La disminucién en la respuesta sinaptica puede ser resultado de una
disminucién en la respuesta postsindptica del receptor a glutamato (AMPA,
NMDA). Para los casos en los que el BDNF no provocd cambio alguno esto puede
deberse a que el 3NP disminuye las propiedades de membrana, reduciendo asi la
plasticidad sinaptica y por tanto que no exista una respuesta de la poblacién

neuronal.
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Conclusiones

» En el presente trabajo se observd que el BDNF modula las sinpsis
glutamatérgicas corticoestriatales incrementando la amplitud del potencial
poblacional. Esta modulacién parece ocurrir de una manera presinaptica, es
decir, mediante el aumento en la liberacidén del neurotransmisor. El aumento
en la liberacién del Glutamato puede ocurrir por la existencia de cambios en

los niveles de Ca®*.

» En el modelo farmacoldgico con 3-NP de la HD, también existi6 un efecto
modulador por parte del BDNF aunque este fue menor respecto al grupo
control; ya que el 3-NP provoca una disminucion en la plasticidad sinaptica
de las neuronas, asi como muerte neuronal, y por tanto una respuesta

menor.
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APENDICE |

Ganglios Basales

Los ganglios basales (GB) estan constituidos por un grupo de ndcleos derivados
del cerebro anterior entre los que se encuentran el nicleo caudado, el putamen, el
globo palido externo e interno, la sustancia negra y el subtalamo (Brodal, 1992;
Wilson, 1998) Todas estas estructuras establecen conexiones reciprocas.
Anatémicamente, los ganglios basales son considerados como el componente
principal del sistema extrapiramidal y regulan tanto la ejecucién de programas

motores como la integracion de programas cognitivos.

El nucleo caudado y el putamen conforman la porcién telencefalica de los ganglios

basales denominada neoestriado (Haines, 2003; Purves, 1997).
Aferentes

El neoestriado (NE) es la principal entrada de informacion a los GB, recibe
proyecciones de diferentes areas de la corteza cerebral, incluyendo areas
motoras, sensoriales, de asociaciébn y limbicas. Estas son de naturaleza
glutamatérgica (excitatoria). Ademas de estas aferentes, el neoestriado recibe
fibras dopaminérgicas provenientes de la sustancia negra compacta (SNc) y del
area ventral tegmental (VTA) y fibras serotoninérgicas de los nucleos del rafe
dorsal. Ademas recibe entradas GABAérgicas del GPe (Pansky, et. al. 1988,
Haines, 2003).

Eferentes

La mayor parte de las células estriatales son neuronas GABAérgicas que envian
aferentes a la sustancia negra reticulata (SNr) y al paleoestriado o globo palido.
Este ultimo, constituido también por neuronas GABAérgicas, conforma la principal
fuente de fibras eferentes de los ganglios basales. El globo palido se subdivide en
dos regiones. La primera conocida como el globo palido lateral (GPL), envia
proyecciones inhibitorias al NE, al globo palido medial (GPM), a la SNc, al nicleo
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reticular del tdlamo y al nucleo subtalamico. Este ultimo desarrolla conexiones
reciprocas con el GPL, y recibe proyecciones directas de la corteza cerebral. El
GPM constituye la segunda region del globo palido, y envia proyecciones
inhibitorias conjuntas con la SNr hacia el tallo cerebral y a los nudcleos
ventrolaterales del talamo con algunas proyecciones a los nucleos, dorsomedial e
intralaminares. Los nucleos ventro-laterales del talamo, proyectan a las cortezas

motoras primaria y suplementaria (Panzky, op. cit., Haines, op. cit.).

Debido a sus relaciones anatomicas los ganglios basales presentan 4 circuitos
bésicos: 1) EIl circuito sensoriomotor o extrapiramidal que participa en el
refinamiento de la informacién motora de la corteza cerebral; 2) El circuito
oculomotor, involucrado en los movimientos sacadicos oculares; 3) El circuito
asociativo, involucrado en el almacenamiento de la informacién y 4) El circuito
limbico, involucrado en el almacenamiento de informacion y en funciones

cognitivas (Haines, 2003).

Via directa v Via indirecta.

La via directa, es la proyeccion estriatal (GABA/sustancia P/Dinorfina) hacia el GPi
y la SNr, los cuales proyectan al tdlamo, enviando proyecciones GABAérgicas.
Esta via cierra el circuito con la conexibn del talamo (proyecciones
glutamatérgicas) hacia la corteza. La via indirecta, es la proyeccién del NE
(GABA/enk) hacia el GPe, el cual proyecta hacia el STN y éste a su vez proyecta
hacia el complejo GPi/SNr. (Purves, 1997; Haines, 2003).
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Figura 11- Conexiones de los Ganglios Basales (GB). Via directa e indirecta.
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El Neoestriado

El neoestriado constituye la entrada principal a los ganglios basales. Esta dividido
citoarquitectonicamente en dos compartimentos, estriosomas y matriz, que se
distinguen con base a sus caracteristicas histoquimicas y relaciones anatémicas.
Los estriosomas, se caracterizan por contener neuronas ricas en neuropéptidos
como la met-encefalina y sustancia P, asi como una concentracion alta de
receptores a opiodies. Los receptores reciben proyecciones de la corteza
prefrontal, insular y la amigdala (Graybiel, 1990).

La matriz, por otro lado, presenta niveles altos de actividad de la enzima
acetilcolinesterasa. La matriz recibe aferentes provenientes principalmente de las
cortezas somatosensorial, motora, y cingulada, asi como de los nucleos
intralaminares talamicos. No obstante que las aferentes cortico-estriatales se
encuentran segregadas en los estriosomas y en la matriz, las aferentes
dopaminérgicas cuyo origen se encuentra en diferentes grupos neuronales
mesencefalicos, proyectan sobre ambos compartimentos. Por otro lado, las
neuronas concentradas en los estriosomas proyectan principalmente a la SNc,
mientras que aquellas localizadas en la matriz proyectan hacia la SNr, EIl GPM y al
GPL (Graybiel, 1990, op. cit.).
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Citoarquitectura del neoestriado

La poblacibn neuronal que conforma el neoestriado es heterogénea
morfolégicamente. Se han identificado un tipo de neurona de proyeccion, la
espinosa mediana y 5 tipos de interneuronas (Kita, et. al. 1985; Kawaguchi, et. al.,
1990).

Neuronas espinosas medianas

Las neuronas espinosas medianas son células de proyeccion que constituyen
alrededor del 90-95% de la poblacién neuronal total del neoestriado. Sus cuerpos
celulares miden de 12 a 20pm de diametro. Estas células se caracterizan por tener
una gran cantidad de espinas en las dendritas distales al tronco principal.
Kawaguchi y cols. (1990) clasifican a las neuronas espinosas medianas en dos
subclases con base en la morfologia y distribucion anatémica de sus colaterales
axonicas. La subclase prevalente presenta colaterales axdnicas restringidas a la
regién de su campo dendritico neuronal. El segundo tipo, menos comun, presenta
colaterales axonicas que se distribuyen ampliamente a lo largo del neoestriado.
Ambos subtipos celulares liberan GABA como neurotransmisor (Kawaguchi,
1993).

Interneuronas

Las interneuronas forman una pequena proporcién del total de las células
neoestriatales. De acuerdo a su morfologia y electrofisiologia se han caracterizado
4 subtipos: Interneuronas gigantes colinérgicas no espinosas, interneuronas
medianas no espinosas, interneuronas medianas lisas con varicosidades, e

interneuronas inmunoreactivas a calretinina (Kawaguchi, op. cit.).
Interneuronas gigantes colinérgicas

Las interneuronas gigantes colinérgicas representan menos del 3% de la
poblacion neuronal neoestriatal. Estas células poseen un soma que mide entre 50-
60um de diametro y arboles dendriticos pobremente ramificados. Comunmente, su
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axon se origina a partir de uno de los troncos dendriticos y establece conexiones
simétricas axosomaticas escasas y contactos asimétricos axodendriticos mas
abundantes. Las colaterales axénicas forman plexos abundantes en la matriz y su

blanco principal son las neuronas espinosas medianas (Kawaguchi, 1993).
Interneuronas medianas:
a) Interneurona GABAérgica inmunoreactiva a Parvalbumina.

Las interneuronas GABAérgicas inmunopositivas a parvalbumina constituyen el 3
al 5% del total de las células neoestriatales. Estas células poseen un soma de 20-
30 um de diametro y dendritas varicosas que se extienden de 200-300um del
cuerpo celular. Sus axones presentan un gran numero de colaterales con
distribucién local, lo que permite el desarrollo de una amplia red de
interconexiones. Establecen contactos con somas y troncos dendriticos de

neuronas locales (Kita, 1993).
b) Interneurona GABAérgica inmunoreactiva a Calretinina

Las interneuronas GABAérgicas inmunopositivas a calretinina son interneuronas

medianas sin espinas localizadas en la region rostral medial del neoestriado.

Interneuronas que contienen somatostatina, neuropeptido Y y Oxido nitrico

sintetasa:

Estos tipos neuronales representan en conjunto del 1-2% del total de las células
estriatales. Su soma mide de 12-25 um y presentan arboles dendriticos
pobremente elaborados distribuidos espacialmente tanto en los estriosomas como
en la matriz. Sus axones son largos con colaterales distribuidas sobre la regién
ocupada por las arborizaciones dendriticas. Estas neuronas establecen contactos
con las neuronas espinosas medianas, y reciben aferentes corticales (Kagawuchi,
et. al., 1995).
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Inervacion cortical y talamica en el neoestriado

En el estriado existe una convergencia masiva de aferentes glutamatérgicas
provenientes de la corteza cerebral, asi como de los ndcleos intralaminares y
parafascicular del talamo. Esta transmision glutamatérgica comanda la actividad

de las células estriatales (Purves, 1997; Haines, 2003).

Las proyecciones corticoestriatales provienen de las capas granular e infragranular
de la corteza, la mayoria de estas aferentes proyectan topograficamente al
estriado. Las cortezas de asociacién se proyectan sobre la regién rostral del
putamen, asi como sobre el cuerpo y cola del caudado. Las regiones
sensoriomotoras de la corteza, se proyectan sobre el caudado dorsolateral y a la
regidbn postcomisural del putamen. La informacion limbica llega al nucleo
acumbens, al caudado ventral y a la parte profunda del tubérculo olfatorio (Haines,
op. cit.).

Este arreglo anatomico sugiere que la informacién cortical llega a los ganglios
basales a través de circuitos sensoriomotores asociativos y limbicos organizados
en paralelo. De forma que, existe una convergencia cortical dentro del estriado en
donde dos areas corticales pueden compartir la misma region sobreponiéndose.
Las terminales corticales se arborizan en dominios restringidos de los campos
dendriticos de las neuronas estriatales localizadas tanto en estriosomas como en
la matriz (i.e. sinapsis de paso). De este modo las sinapsis cortico- y talamo-
estriatales se establecen, respectivamente, con la cabeza de las espinas
dendriticas y con la parte distal de la arborizacién dendritica de las neuronas
espinosas medianas. Ambos tipos de aferentes forman sinapsis simétricas con las
neuronas espinosas medianas. Las aferentes corticales también inervan a las
interneuronas GABAérgicas, estableciendo con ellas contactos simétricos.
Mientras que las aferentes corticales inervan principalmente a las células
espinosas medianas las aferentes talamicas lo hacen sobre las interneuronas

colinérgicas (Haines, 2003).
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Influencia excitatoria e inhibitoria en el neoestriado

La activaciéon de las aferentes corticales producen cambios sobre el potencial de
membrana de las células estriatales. El curso temporal de estos cambios es
semejante al de las depolarizaciones e hiperpolarizaciones espontaneas de las
células espinosas medianas. Cuando las depolarizaciones de las aferentes
corticoestriatales alcanzan el umbral de disparo, activan a las células espinosas
medianas mediante la liberacién de glutamato (Wilson, 1990, Calabresi, et. al.
1996).

Estas células poseen conductancias de potasio que mantienen el potencial de
membrana negativo, un alto umbral de disparo, y baja resistencia. Ademas la
activacién de las interneuronas GABAérgicas por las aferentes corticales inducen
la inhibicibn mediada a través de los receptores GABAa de las neuronas espinosas
medianas. Las células espinosas medianas tienen a su vez interacciones
inhibitorias reciprocas a través de sus colaterales, las cuales se establecen entre
los axones de las neuronas espinosas medianas localizadas en la vecindad. Este
proceso de inhibicién se activa solamente cuando las células de proyeccién se
activan. Debido a todo esto, se requiere de la estimulacién temporal y/o espacial
de las aferentes excitatorias para lograr que las células estriatales alcancen su
umbral de disparo. De esta manera, las entradas excitatorias representan la
principal fuente despolarizante de estas células (Wilson, 1993; Calabresi, et. al.,
1996).

Interacciones sinapticas en el estriado

Las interacciones sinapticas rapidas en el neoestriado se establecen, entre las
aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral y de los nucleos
intralaminares del tdlamo con las células espinosas medianas. Por otro lado, éstas
ultimas establecen conexiones reciprocas GABAérgicas entre si. En estudios in
vivo, la activacién de las aferentes corticales o taldmicas produce potenciales
sindpticos excitatorios seguidos de un potencial sinaptico inhibitorio en las células

espinosas medianas. In vitro, la estimulacidn estriatal provoca potenciales
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sinapticos excitatorios (EPSCs, siglas en inglés) que se eliminan al reducir el Ca”,
al incrementar el Mg®*, o en presencia de cobalto y TTX, indicando que son
mediados sinapticamente. Las sinapsis rapidas glutamatérgicas estan mediadas
por tres tipos de receptores ionotropicos, los propionato de a-amino-3-hydroxi-5-
methil-isoxazole-4 (AMPA), los N-Methil-D-Aspartato (NMDA) y los sensibles a
acido kainico, en tanto que las sinapsis GABAérgicas estan mediadas
principalmente por receptores GABAa. Los efectos glutamatérgicos postsinapticos
a argo plazo estan mediados por receptores asociados a proteinas G, conocidos
como metabotrépicos (MGIuRs). En el neoestriado los EPSPs, aparecen como
resultado de la activacion de las sinapsis glutamatérgicas, como ha sido
demostrado con el uso de antagonistas glutamatérigos de los receptores
AMPA/Kainato y en menor proporcion de los receptores NMDA (Calabresi, et. al.
1990).

Plasticidad sindptica, es una caracteristica esencial del sistema nervioso.
Consiste en la capacidad para modificar de manera temporal o permanente los
patrones de conexion sinaptica para modificar sus rutas de interconexion entre las
neuronas. Dichos cambios pueden traer como consecuencia la modificacién del
funcionamiento de los circuitos neurales y la forma en como se relacionan los
sistemas modales en que se organiza el cerebro. Dicho proceso sucede durante y

después de su maduracion en procesos como la memoria y el aprendizaje.
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APENDICE Il

Analisis Estadisticos (SigmaStat 3.1).

e Experimentos realizados en ratones control. En todos los casos se ha
impreso la interpretacion que da el programa en inglés.

experimento Amplitud control S2/S1 Amplitud BDNF S2/S1
S1 S2 S1 S2
30-Ene 0.177 0.298 1.68361582 0.365 0.402 1.10136986
31-Ene 0.15 0.198 1.32 0.27 0.289 1.07037037
07-Ago 0.083 0.098 1.18072289 0.238 0.306 1.28571429
Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:14:46 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0.653)
Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM
slcont 3 0 0.137 0.0484  0.0279
slbdnfcont 3 0 0.291 0.0661  0.0381
Difference 3 0 -0.154 0.0340  0.0196

t=-7.861 with 2 degrees of freedom. (P = 0.016)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.239 to -0.0699

The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant change (P =0.016)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.952

experimento Amplitud control S2/S1 Amplitud BDNF S2/51
S1 S2 S1 S2
30-Ene 0.177 0.298 1.68361582 0.365 0.402 1.10136986
31-Ene 0.15 0.198 1.32 0.27 0.289 1.07037037
07-Ago 0.083 0.098 1.18072289 0.238 0.306 1.28571429
Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:15:43 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0.166)
Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM
s2cont 3 0 0.198 0.1000  0.0577
s2bdnfcont 3 0 0.332 0.0609 0.0352
Difference 3 0 -0.134 0.0641 0.0370

t=-3.628 with 2 degrees of freedom. (P = 0.068)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.294 to 0.0250

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the difference
is due to chance (P =0.068)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.473

The power of the performed test (0.473) is below the desired power of 0.800.
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Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

e Experimentos realizados con ratones tratados con 3-NP en donde si hubo
efecto del BDNF.

experimento Amplitud control S2/51 Amplitud BDNF S2/51
S1 S2 S1 S2

12-Mar 0.273 0.463 1.6959707 0.376 0.583 1.55053191
23-Abr 0.073 0.121 1.65753425 0.099 0.144 1.45454545
31-Ago 0.24 0.51 2.125 0.257 0.449 1.74708171
23-Oct 0.202 0.226 1.11881188 0.234 0.24 1.02564103
23-Oct 0.208 0.23 1.10576923 0.258 0.259 1.00387597

Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:20:06 a.m.

Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P =0.330)

Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM

s13np 5 0 0.199 0.0760  0.0340

slbdnf 3np 5 0 0.245 0.0986 0.0441

Difference 5 0 -0.0456 0.0343 0.0153

t=-2.974 with 4 degrees of freedom. (P = 0.041)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.0882 to -0.00303

The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant change (P =0.041)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.564

The power of the performed test (0.564) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

experimento Amplitud control S2/S1 Amplitud BDNF S2/S1
S1 S2 S1 S2

12-Mar 0.273 0.463 1.6959707 0.376 0.583 1.55053191
23-Abr 0.073 0.121 1.65753425 0.099 0.144 1.45454545
31-Ago 0.24 0.51 2.125 0.257 0.449 1.74708171
23-Oct 0.202 0.226 1.11881188 0.234 0.24 1.02564103
23-Oct 0.208 0.23 1.10576923 0.258 0.259 1.00387597

Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:20:41 a.m.

Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P =0.237)

Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM

s2 3np 5 0 0.310 0.168 0.0750

s2bdnf 3np 5 0 0.335 0.177 0.0793

Difference 5 0 -0.0250 0.0643  0.0288

t=-0.869 with 4 degrees of freedom. (P = 0.434)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.105 to 0.0549
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The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the difference
is due to chance (P =0.434)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

e Comparacién de la Facilitacion por Pulso Pareado (FPP) en estriado de
ratones control y en ratones tratados con 3NP antes de administrar el
BDNF.

S2/S1 S2/S1 3np
Control control

1.68361582 | 1.6959707
1.32 1.65753425
1.18072289 2.125
1.11881188
1.10576923

t-test Lunes, Enero 21, 2008, 10:23:21 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P =0.792)

Equal Variance Test: Passed (P =0.491)

GroupName N  Missing Mean StdDev SEM

s2/s1 cont 3 0 1.395 0.260 0.150
s2/s1 3 np 5 0 1.541 0.432 0.193
Difference -0.146

t=-0.521 with 6 degrees of freedom. (P = 0.621)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.831 to 0.539

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the
difference is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the
input groups (P = 0.621).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.
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e Comparacién de la Facilitaciéon por Pulso Pareado (FPP) estriado de
ratones control y en ratones tratados con 3NP después de administrar el
BDNF.

S2/S1control
BDNF

S2/S1 3np
+BDNF

1.10136986

1.55053191

1.07037037

1.45454545

1.28571429

1.74708171

1.02564103

1.00387597

t-test Lunes, Enero 21, 2008, 10:24:24 a.m.

Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P =0.766)

Equal Variance Test: Passed (P =0.185)

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM

s2/s1bdnfcont 3 0 1.152 0.116 0.0672
s2/s1bdnf 3np 5 0 1.356 0.329 0.147
Difference -0.204

t=-1.007 with 6 degrees of freedom. (P = 0.353)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.699 to 0.291

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the

difference is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the

input groups (P = 0.353).
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be

cautious in over-interpreting the lack of difference found here.
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e Experimentos realizados con ratones tratados con 3-NP en donde no
existi6 efecto del BDNF.

experimento Amplitud control S2/81 Amplitud BDNF S2/S1
S1 S2 S1 S2

03-Sep 0.155 0.251 1.61935484 0.15 0.217 1.44666667
17-Sep 0.144 0.151 1.04861111 0.142 0.149 1.04929577
18-Sep 0.224 0.219 0.97767857 0.19 0.187 0.98421053
15-Oct 0.132 0.323 2.4469697 0.107 0.292 2.72897196

Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:27:14 a.m.

Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P =0.340)

Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM

s13np sin 4 0 0.164 0.0413  0.0206

s1 bdnf3np sin 4 0 0.147 0.0341 0.0170

Difference 4 0 0.0165 0.0155 0.00775

t=2.129 with 3 degrees of freedom. (P = 0.123)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.00817 to 0.0412

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the difference
is due to chance (P =0.123)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.260

The power of the performed test (0.260) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

experimento Amplitud control S2/S1 Amplitud BDNF S2/S1
St S2 St S2
03-Sep 0.155 0.251 1.61935484 0.15 0.217 1.44666667
17-Sep 0.144 0.151 1.04861111 0.142 0.149 1.04929577
18-Sep 0.224 0.219 0.97767857 0.19 0.187 0.98421053
15-Oct 0.132 0.323 2.4469697 0.107 0.292 2.72897196
Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:28:31 a.m-
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Failed (P <0.050)

Test execution ended by user request, Signed Rank Test begun

Wilcoxon Signed Rank Test Lunes, Enero 21, 2008, 10:28:32 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1

Group N  Missing Median 25% 75 %

s2 3npsin 4 0 0.235 0.185 0.287

s2 bdnf3np sin 4 0 0.202 0.168 0.255

W=-10.000 T+ =0.000 T-=-10.000 P(est.)=0.100 P(exact)=0.125
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The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that it is due to
chance (P =0.125).

experimento Amplitud control S2/S1 Amplitud BDNF S2/S1
S1 S2 S1 S2

03-Sep 0.155 0.251 1.61935484 0.15 0.217 1.44666667
17-Sep 0.144 0.151 1.04861111 0.142 0.149 1.04929577
18-Sep 0.224 0.219 0.97767857 0.19 0.187 0.98421053
15-Oct 0.132 0.323 2.4469697 0.107 0.292 2.72897196

Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:30:07 a.m.

Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P =0.234)

Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM

s2/s1 sin 4 0 1.523 0.680 0.340

s2/s1 bdnf 3np sin 4 0 1.552 0.811 0.405

Difference 4 0 -0.0291 0.188 0.0940

t=-0.310 with 3 degrees of freedom. (P = 0.777)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.328 to 0.270

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the difference
is due to chance (P =0.777)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.052

The power of the performed test (0.052) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

S1 control $1 control
3np

0.177 0.155

0.15 0.144

0.083 0.224

0.132

t-test Lunes, Enero 21, 2008, 10:31:47 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0.742)

Equal Variance Test: Passed (P =0.484)
Group Name N  Missing Mean  Std Dev SEM

slcont 3 0 0.137 0.0484 0.0279
s13np sin 4 0 0.164 0.0413 0.0206
Difference -0.0271

t=-0.801 with 5 degrees of freedom. (P = 0.459)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.114 to 0.0598

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the
difference is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the
input groups (P = 0.459).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050
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The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

S2 control S2 control
3np

0.298 0.251

0.198 0.151

0.098 0.219

0.323

t-test Lunes, Enero 21, 2008, 10:34:01 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0.761)

Equal Variance Test: Passed (P =0.182)
Group Name N  Missing Mean  Std Dev SEM

s2cont 3 0 0.198 0.1000 0.0577
s2 3npsin 4 0 0.236 0.0714  0.0357
Difference -0.0380

t=-0.592 with 5 degrees of freedom. (P = 0.580)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.203 to 0.127

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the
difference is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the
input groups (P = 0.580).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

S1 control S1 3np+
BDNF BDNF
0.365 0.15
0.27 0.142
0.238 0.19
0.107
t-test Lunes, Enero 21, 2008, 10:35:10 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0.527)

Equal Variance Test: Passed (P =0.182)
Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM

s1bdnfcont 3 0 0.291 0.0661 0.0381
s1 bdnf3np sin 4 0 0.147 0.0341 0.0170
Difference 0.144

t=3.809 with 5 degrees of freedom. (P =0.013)
95 percent confidence interval for difference of means: 0.0467 to 0.241
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The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = 0.013).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.840

S2 control S2 3np+
BDNF BDNF
0.402 0.217
0.289 0.149
0.306 0.187
0.292
t-test
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0.320)

Equal Variance Test: Passed (P =0.733)
Group Name N  Missing Mean  Std Dev

s2bdnfcont 3 0 0.332 0.0609
s2 bdnf3np sin 4 0 0.211 0.0606
Difference 0.121

t=2.610 with 5 degrees of freedom. (P = 0.048)

Lunes, Enero 21, 2008, 10:35:34 a.m.

SEM
0.0352
0.0303

95 percent confidence interval for difference of means: 0.00185 to 0.240

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = 0.048).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.492

The power of the performed test (0.492) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

S2/S1
control S2/S1 3np
1.68361582 | 1.61935484
1.32 1.04861111
1.18072289 | 0.97767857
2.4469697
t-test
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0.697)
Equal Variance Test: Passed (P =0.451)
Group Name N  Missing
s2/s1 cont 3 0
s2/s1 sin 4 0
Difference -0.128

t=-0.305 with 5 degrees of freedom. (P = 0.773)

Lunes, Enero 21, 2008, 10:36:27 a.m.

SEM
0.150
0.340

95 percent confidence interval for difference of means: -1.211 to 0.954
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The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the
difference is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the
input groups (P =0.773).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

S2/S1
control
BDNF

S2/S1 3np+
BDNF

1.10136986 | 1.44666667

1.07037037 | 1.04929577

1.28571429 | 0.98421053

2.72897196
t-test Lunes, Enero 21, 2008, 10:36:57 a.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P=0.117)
Equal Variance Test: Passed (P =0.419)
Group Name N  Missing Mean  Std Dev SEM
s2/s1bdnfcont 3 0 1.152 0.116 0.0672
s2/s1 bdnf 3np sin 4 0 1.552 0.811 0.405
Difference -0.400

t=-0.828 with 5 degrees of freedom. (P = 0.445)
95 percent confidence interval for difference of means: -1.641 to 0.841

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the
difference is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the
input groups (P = 0.445).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.
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e Experimentos en donde se observé un efecto transitorio después de haber
aplicado el BDNF.

experimento Amplitud control S2/S1 Amplitud BDNF
S1 S2 S1 S2
29-Oct 238 356 1.49579832 190 344
30-Oct 198 212 1.07070707 144 154
24-Sep 93 101 1.08602151 72 100
Comparacién de amplitudes S

Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:41:50 a.m.

Data source: Data 1 in analisis estadistico

Normality Test: Passed (P =0.244)

Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM

sl 3 0 176.333 74.889 43.237

s1bdnf 3 0 135.333 59.475 34.338

Difference 3 0 41.000 17.578 10.149

t=4.040 with 2 degrees of freedom. (P = 0.056)
95 percent confidence interval for difference of means: -2.667 to 84.667

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the difference
is due to chance (P =0.056)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.548

The power of the performed test (0.548) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.

Comparacion de amplitudes Sy

Paired t-test: Lunes, Enero 21, 2008, 10:42:40 a.m.
Data source: Data 1 in analisis estadistico

Normality Test: Passed (P =0.259)

Treatment Name N  Missing Mean Std Dev SEM

s2 3 0 223.000 127.855 73.817

s2bdnf 3 0 199.333 128.161 73.994

Difference 3 0 23.667 30.238 17.458

t=1.356 with 2 degrees of freedom. (P = 0.308)
95 percent confidence interval for difference of means: -51.449 to 98.782

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the difference
is due to chance (P =0.308)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.094

The power of the performed test (0.094) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be
cautious in over-interpreting the lack of difference found here.
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Comparacion de la Facilitacién
Paired t-test:
Data source: Data 1 in analisis estadistico
Normality Test: Passed (P =0.110)

Treatment Name N  Missing Mean
s2/s1 3 0 1.218
s2/s1 bdnf 3 0 1.423
Difference 3 0 -0.205

t=-1.987 with 2 degrees of freedom. (P = 0.185)

Std Dev
0.241
0.372
0.179

Lunes, Enero 21, 2008, 10:43:50 a.m.

SEM
0.139
0.215
0.103

95 percent confidence interval for difference of means: -0.650 to 0.239

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the difference

is due to chance (P =0.185)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.180

The power of the performed test (0.180) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are more likely to not detect a difference when one actually exists. Be

cautious in over-interpreting the lack of difference found here.
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