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Abreviaturas
AP: Anterior-posterior

AMPc: Monofosfato de adenosina ciclico, (por sus siglas en inglés).

CCW: En sentido contrario de las manecillas del reloj, (por sus siglas en inglés).

CPG: Centros innatos generadores de pautas, (por sus siglas en inglés).
Ctrl: Control

CW: Sentido de las manecillas del reloj, (por sus siglas en inglés).
CtxS: Estimulacion cortical

DA: Dopamina.

EN: Ensamble(s) neuronal(es)

EP: Enfermedad de Parkinson

fMRI: Resonancia magnética funcional, (por sus siglas en inglés).
PLC: Enzima fosfolipasa C

GABA: Acido gamma-aminobutirico, (por sus siglas en inglés).
GB: Ganglios basales

GPe: Globo palido externo

GPi: Globo palido interno

6-OHDA: 6-hydroxy-dopamina

L-DOPA: levodopa, L-3,4 dihidroxifenilalanina

NMDA: N-metil-D-aspartato

NSP: Neuronas espinosas de proyeccion

NPP: Nucleo pedunculopontino

NST: Ndcleo subtalamico

PKA: Proteina cinasa A, (por sus siglas en inglés).

RGS: Reguladores de la sefializacién de proteinas G

SC: Coliculo superior, (por sus siglas en inglés).



SNc: Substancia Nigra pars compacta

SNr: Sustancia Nigra pars reticulata



Resumen

En trabajos previos del laboratorio, hemos comprobado que la adicion de un estimulo
excitatorio como N-metil-D-aspartato (NMDA) es capaz de activar al microcircuito estriatal,
mostrando ensambles neuronales que alternan su actividad produciendo secuencias
temporales. Uno de los objetivos de este trabajo, fue demostrar si se podia evocar una
actividad similar mediante la estimulacion cortical. La imagenologia de calcio nos permite
seguir la actividad de docenas de neuronas con resolucion de célula Unica en rebanadas
de cerebro de ratén. Un tren como estimulo eléctrico en la corteza provocé la actividad de
la red, similar a la inducida por la aplicaci6n de NMDA. Anteriormente, también se
demostré que el microcircuito estriatal deficiente en dopamina aumenta la actividad
espontdnea generando ensambles muy recurrentes que interrumpen las secuencias
temporales encontradas en los microcircuitos control. Esta actividad se correlaciona con la
actividad patolégica de la enfermedad de Parkinson. Varios protocolos de estimulacion
cortical, tales como la estimulacion magnética transcraneal, reducen los signos motores
del parkinsonismo. En esta tesis se muestra que la estimulacién cortical in vitro elimina
temporalmente la actividad patologica del microcircuito estriatal deficiente en dopamina y
mla actividad de algunas neuronas que sostienen esta actividad, también se reclutan
nuevas neuronas que permiten transiciones entre estados de red, similares al circuito
control. Cuando la estimulacion cortical es dada en presencia de L-DOPA, la actividad
parkinsoniana es eliminada durante todo el periodo de adquisicién. La evidencia
experimental sugiere que la estimulacion cortical puede ser equiparada a la generada por
la estimulacién magnética transcraneal, esto podria permitir reducir la dosis de L-DOPA

en pacientes con la enfermedad de Parkinson.



1. Introduccién

1.1 Ganglios Basales

Los ganglios basales (GB) son una serie de nucleos subcorticales encargados de la
organizacion y ejecucion de acciones voluntarias e intervienen en la regulacién de las
funciones motoras (Graybiel, A. M., 1995). El estriado es el principal ndcleo de entrada de
los GB. Estd compuesto principalmente de neuronas GABAEérgicas, de las cuales 90%
son neuronas espinosas de proyeccion (NSP) que constituyen la salida estriatal a los
otros nucleos de los GB. El 10% restante de las neuronas son interneuronas colinérgicas
y GABAérgicas (Gerfen y Surmeier, 2011).

Se sabe que el estriado es el principal nucleo de entrada por la gran cantidad de
aferencias que recibe (Bolam et al., 2000). Por ejemplo, todas las areas corticales, como
la sensorial, motora y de asociacion, proyectan al estriado (Bolam et al., 2000, Gerfen et
al., 2002). De la misma manera, recibe una gran aferencia del talamo, particularmente, de
los nudcleos intralaminares (Doig et al., 2010, Smith et al., 2004). Ambas proyecciones son
glutamatérgicas por lo que forman conexiones excitatorias sinapticas con las NSP y las
diferentes interneuronas. Todas ellas, integran los comandos corticales y talamicos (Arias-
Garcia M et al., 2017, Kawaguchi et al., 1995). Estos comandos se transmiten desde este
nucleo al resto de los ganglios basales a través de NSPs GABAérgicas de dos vias
llamadas directa e indirecta (Gerfen y Wilson, 1996).

1.2 Las vias directa e indirecta

Las NSP son neuronas GABAérgicas que se dividen en dos poblaciones que tiene una
proporcion similar de acuerdo a su proyeccion axonal (Gerfen y Surmeier, 2011). Los
axones de las NSP de la via directa proyectan a los nucleos de salida de los GB que son
el globo pélido interno (GPi) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr). Mientras que la via
indirecta proyecta al resto de los nucleos de los GB: al globo pélido externo (GPe) y al
nucleo subtaldmico (NST). A su vez estos nicleos se comunican entre si y con los
nucleos de salida GPi y SNr. Todas las neuronas en el GPe, GPi, NST y SNr disparan
tébnicamente de manera autbnoma. La via indirecta genera excitacién de las neuronas de

los ndcleos de salida a través de desinhibicion del NST. La via indirecta proyecta al GPe



el cual a su vez proyecta al NST, al inhibir a las neuronas GABAérgicas del GPe se
desinhibe a las neuronas glutamatérgicas del NST que excitan ténicamente a los ndcleos
de salida generando excitacion de los mismos. Mientras que la via directa genera
inhibiciébn de los mismos de manera directa (Gerfen y Surmeier, 2011). Por esto, la
proyeccion en paralelo permite a la via directa e indirecta modular la tasa de disparo del
GPi y del SNr bidireccionalmente. Los nucleos de salida proyectan principalmente al
coliculo superior (SC), al nucleo pedunculopontino (NPP), y al talamo inhibiendo su
actividad de manera ténica (Figura 1). El tAlamo a su vez se comunica de manera
continua con la corteza, los circuitos talamo-corticales cierran un asa de retroalimentacion

corteza - ganglios basales - talamo modulando la ejecucion de movimientos.

Otra caracteristica de las NSP de las vias directa e indirecta es la diferente expresion de
receptores a dopamina y péptidos. Las NSP de la via directa poseen una alta expresion
de receptores de dopamina tipo D1, y expresan sustancia P y dinorfina. Las NSP de la via
indirecta se caracterizan por su alta expresion de receptores de dopamina de tipo D2 y la

expresion de encefalinas (Gerfen y Young, 1988).

Via Directa

Fig. 1 Diagrama de los circuitos de los ganglios basales en el cerebro de ratén. El
estriado recibe entradas excitatorias corticales y talamicas. Los puntos de salida de los
ganglios basales son el segmento interno del globo palido (GPi) y sustancia nigra pars
reticulata (SNr) cuyas proyecciones son dirigidas al tdlamo, al coliculo superior, al nacleo



pedinculopontino (NPP) y otros nucleos del tallo cerebral (modificado de Gerfen y Surmeier,
2011).

Los dos receptores D1 y D2 estan acoplados a proteinas G, por lo que la dopamina (DA)

activa diferentes cascadas de sefializacion intracelulares y extracelulares.
1.3 La sefializacion de la Dopamina

La actividad de los GB esta regulada por la dopamina proveniente de la sustancia nigra
compacta (SNc). La sefalizacion de dopamina es mediada por 5 receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs). Estos receptores son agrupados en dos familias, dependiendo de
la proteina G que activen, la familia D1 que incluye a los receptores D1y Ds activan las
proteinas Gs y Gor. Mientras que la familia D2 que son los receptores D,, D3 y D4 activan a
las proteinas G, y G; (Neve et al.,, 2004). Gs y Gg estimulan a la adenilato ciclasa,
elevando los niveles intracelulares de la adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y activando
la proteina cinasa A (PKA). Los blancos celulares de PKA incluyen factores de
transcripcién, canales io6nicos dependientes de voltaje y receptores a glutamato
(Svenningsson et al., 2004). Las proteinas G; y G, activan a las diferentes isoformas de la
enzima fosfolipasa C (PLC) (Hernandez-Lopez et al., 2000). G; también inhibe a la
adenilato ciclasa (Stoof & Kebabian 1984). El receptor D, es modulado por los
reguladores de la sefalizaciébn de proteinas G (RGS) robustamente expresadas en

neuronas estriatales (Geurts et al., 2003).

Los 5 receptores de dopamina son expresados en el estriado, los receptores D; y D2 son

los méas abundantes y son segregados en la via directa e indirecta de las NSP.

1.4 La enfermedad de Parkinson

La enfermedad de los ganglios basales comprende desordenes del movimiento que van
desde la hipocinesia, tal como la enfermedad de Parkinson (EP), a la hipercinesia tales
como las coreas (enfermedad de Huntington) y las distonias (todas revisadas en Mink
2003).

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa, caracterizada por

desordenes del movimiento tales como bradicinesia, rigidez, temblor en reposo, déficit



locomotor y cognitivo (Thomas y Beal, 2010; Kalia et al., 2015; Drauer y Przedborski,
2003; Parkinson 1817), la expresion de estos sintomas varia entre pacientes. Es posible
distinguir dos principales fenotipos: un subtipo que presenta temblor dominante de la
enfermedad de Parkinson (TD-PD) y un subtipo sin temblor y con rigidez (T-PD) (Jankovic
et al., 1990). Estos signos y sintomas aparecen como resultado de la perdida de
dopamina en los ganglios basales seguida de la pérdida de células dopaminérgicas en la
sustancia nigra pars compacta (SNc) (Anden et al., 1964; Ehringer y Hornykiewicz, 1960;
Bernheimer et al., 1973). La EP estd también asociada con numerosos sintomas no

motores, algunos de los cuales preceden a la disfuncién motora.

La interaccion entre medio ambiente y factores genéticos, posiblemente desencadena la
enfermedad afectando diferentes procesos celulares. Se han propuesto 6 genes
involucrados, los cuales son: SNCA, LRRK2, VPS35, EIF4G1, DNAJC13 y CHCHD?2. El
primer gen identificado fue SNCA que codifica para la proteina a-sinucleina, gen asociado
con la EP hereditaria (Polymeropoulos et al., 1997). La patologia de cuerpos de Lewy
consiste de agregados anormales de la proteina a-sinucleina. Las mutaciones en LRRK2
y parkina son las causas mas comunes de herencia dominante y recesiva de la EP (Corti
et al., 2011).

Las respuestas corticoestriatales cambian dramaticamente después de la deplecién
estriatal de dopamina en animales lesionados con 6-hydroxy-dopamina (6-OHDA). En
modelos de animales deficientes de dopamina, se han reportado alteraciones en la
integracion sinaptica de comandos corticoestriatales tales como diferencias en la
excitabilidad neuronal (Fieblinger et al., 2014), distinta integracién sinaptica (Flores-
Barrera et al.,, 2011), cambios en las subunidades del receptor a NMDA (Feng et al.,
2014), alteracion de las respuestas a entradas somatosensoriales (Ketzef et al., 2017) y
cambios en la plasticidad a largo plazo (Picconi et al., 2012).

El tratamiento por excelencia de la EP es el tratamiento con L-DOPA que incrementa la
concentracion de dopamina o directamente estimula los receptores dopaminergicos. La L-

DOPA es usada como una droga antiparkinsoniana.

La estimulacién cortical mejora temporalmente el estado parkinsoniano (Dileone et al.,
2017). Algunos investigadores piensan que la corteza tiene un papel principal en la
enfermedad (Perez-Ortega et al.,, 2016; Arbuttnoth and Garcia-Munoz., 2016). La

resonancia magnética funcional (fMRI, por sus siglas en inglés) mostré que la activacion a



nivel de la corteza prefrontal y el globo péalido fue reducida en pacientes con NT-PD
comparada con TD-PD y controles después de la estimulacion cortical (Prodoehl et al.,
2013).

1.5 Microcircuitos

Trabajos previos en el laboratorio han utilizado imagenologia de calcio para registrar
docenas de neuronas simultaneamente, describiendo el comportamiento de los
microcircuitos estriatales, definidos como la actividad estructurada de grupos de
neuronas, que tienen actividad correlacionada (ensamble neuronal (EN)) en respuesta a
un estimulo no correlacionado, adicion de NMDA en el bafio. Estos muestran recurrencia
y patrones de actividad secuenciales. Los EN son moédulos dindmicos que pueden
reactivarse de manera confiable, creando patrones de actividad neuronal que representan

percepciones o recuerdos (Carrillo-Reid et al., 2008).

La teoria de grafos ofrece una descripcion cuantificable de las interacciones que
caracterizan varios sistemas biolégicos, como son los microcircuitos neuronales, la
organizacion celular, la de las moléculas y los genes (Wei Gao et al., 2017). Cada uno de
estos sistemas se puede representar como una red definiendo a sus componentes ya sea
moléculas, genes, neuronas etc. como nodos, su interaccion que puede ser una
regulacién génica o sinapsis, se representa como una arista. Al conjunto de nodos y

aristas que forman una red se le denomina grafo (Barabasi et al, 2004).

Las redes pueden tener interacciones dirigidas o no-dirigidas, en las redes dirigidas, la
interaccion entre alguno de los dos nodos tiene una direccién bien definida a diferencia de
las redes no dirigidas en donde las conexiones no tienen una direccion asignada
(Barabasi et al, 2004). Los mddulos se refieren a un grupo de nodos que fisicamente o
funcionalmente hacen aristas, estos nodos trabajan juntos para conseguir distintas

funciones.

Los experimentos de imagenologia de calcio ademas de permitir estudiar los
microcircuitos, permite el uso de la teoria de grafos para caracterizar la actividad
asignando a las neuronas como nodos y el disparo simultaneo como aristas (Pérez-
Ortega et. Al. 2016). De esta forma las conexiones que define la teoria de grafos definen a

su vez los EN que forman el microcircuito.



En 1949 se publicé la teoria de Hebb, que se basa en la premisa, ahora conocida como
regla de Hebb, que dice que las conexiones sinapticas se fortalecen por la actividad
sincronica presinaptica y postsinaptica entre dos neuronas. Esto quiere decir que si una
célula contribuye para inducir el disparo de otra célula de manera repetida, la sinapsis que
las conectan se fortalece. Es decir que un estado de la red es un estado temporal en el
gue un grupo de neuronas disparan juntas y cuya sinapsis se fortalecid, planteando los

conceptos, el de ensamble de células y el de secuencia de fases (Hebb, 1949).

Los centros innatos generadores de pautas (CPG, por sus siglas en inglés) producen
patrones de actividad especifica en ausencia de entradas sensoriales y pueden
transformar entradas aferentes en salidas espaciotemporales especificas (Grillner et al
2005, 2006; Yuste et al 2005). Los GB contienen CPGs que activan rutinas de
comportamiento innato, memorias de procedimientos y programas de aprendizaje motor
(Barnes et al. 2005; Graybiel 1995, Griliner et al 2005 a,b, Takakusaki et al. 2004).

Otros trabajos previos del laboratorio (Jaidar et al., 2010 y Plata et al., 2013), han utilizado
técnicas de imagenologia de calcio para caracterizar la actividad del microcircuito estriatal
durante la deplecién de dopamina in vitro, se observo que la actividad parkinsoniana es
diferente que la de los controles, ya que muestran actividad espontanea que no se
encuentra en condiciones control que ademas se caracteriza por la presencia de un
estado dominante que recurre con mayor frecuencia que el resto (Jaidar et al., 2010 y
Plata et al., 2013a). Estas alteraciones del microcircuito son revertidas por la
administraciéon de L-DOPA (Plata et al., 2013a; Ketzef et al., 2017). Sin embargo, la L-
DOPA elimina toda la actividad, no se sabe qué tipo de actividad resulte de una
estimulacion posterior a la administracién de este farmaco. La accion de un agonista de
dopamina del tipo D1 disuelve el estado dominante pero no revierte el aumento en la
actividad (Jaidar et al., 2010), por lo que el uso de un agonista no especifico como la L-
DOPA es prometedor. Ademas no se ha mostrado en estos modelos animales si la
estimulacion cortical puede cambiar la actividad del microcircuito estriatal durante el
estado parkinsoniano por si mismo ya que podria sugerir un mecanismo para los

resultados obtenidos in vivo (Prodoehl et al 2013).



2. Planteamiento del problema

Se ha comparado la dinamica del microcircuito estriatal en condiciones control y en un
modelo parkinsoniano. Se ha observado que en pacientes de la EP se mejora la actividad
motora después de estimulos corticales con estimulacion magnética transcraneal o

estimulacion directa por lo que se propone como una alternativa al tratamiento.

2.1 Pregunta

¢, Es posible corregir al circuito parkinsoniano estimulando la via corticoestriatal?

2.2 Hipotesis

La estimulacién cortical en el tejido parkinsoniano restablecera la dinamica del circuito
estriatal a condiciones control y actuard de manera sinérgica con la aplicacion de L-
DOPA.

2.3 Objetivo

Estimular la via corticoestriatal y observar los cambios en el microcircuito parkinsoniano
(deficiente de dopamina). Observar el efecto de esta estimulacion en presencia de L-
DOPA. Esperando obtener un restablecimiento de la dinAmica del microcircuito estriatal a

condiciones similares al control.
Objetivos particulares

e Determinar los cambios en la actividad del microcircuito estriatal ante la
estimulacion cortical.

e Comparar el microcircuito deficiente de dopamina con el microcircuito control.

e Caracterizar el cambio en la actividad del microcircuito deficiente de dopamina
después de la estimulacion cortical.

e Caracterizar el efecto de la estimulacion cortical en presencia de L-DOPA en el

microcircuito deficiente de dopamina.



3. Metodologia
Material y Métodos
3.1 Manejo, uso y cuidado de los Animales

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a las normas internacionales para
el uso ético de los animales de experimentacion, establecidos en los protocolos del NIH y
fueron presentados y aprobados por el Comité Institucional para el cuidado y uso de
Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular (IFC), UNAM (NOM-062-Z00-
1999; proyecto protocolo JBD-59-15). Los experimentos se realizaron en ratones machos
C57BL/6 criados en las instalaciones para animales del IFC. Los ratones fueron
mantenidos a una temperatura controlada, libres de patégenos, bajo el ciclo de
luz:oscuridad 12h:12h con comida y agua ad libitum. Ratones de 21 a 23 dias posnatales
fueron usados para cirugia estereotaxica. Se prepararon rebanadas de cerebro de ratones
de 29 a 40 dias posnatales para experimentos de imagenologia de calcio. Se usaron
rebanadas de al menos 4 a 7 animales diferentes en cada experimento muestra (control
n=5 rebanadas, hemiparkinsoniano n=7 rebanadas y hemiparkinsoniano + L-DOPA in
vitro, n=4 rebanadas). En los protocolos quirargicos y de perfusién, los animales fueron
anestesiados con ketamina (85 mg/kg)-xilacina (15 mg/kg) y se tomaron todas las
medidas para minimizar el dolor y malestar. La temperatura corporal se modulé con el uso
de una placa térmica (37°C) antes y postoperatoriamente hasta la recuperacion completa.
Los ratones fueron sacrificados por decapitacion y los cerebros rapidamente extraidos y
procesados. Los ratones de cada camada fueron elegidos al azar para la cirugia. Los
animales deficientes en DA se asignaron aleatoriamente a dos grupos: deficientes en DA

o experimentos deficientes en DA + L-DOPA.

3.2 Modelo de 6-OHDA

A los ratones de 21 a 23 dias posnhatales se les administré ketamina intraperitonealmente
(85 mg/kg) -xylacina (15 mg/kg) y fueron colocados en un aparato estereotéxico. Una vez
que se rasur0 y despejo el crdneo con la ayuda de un hisopo y agua oxigenada (H-0>), se
localizaron las coordenadas y se inyectaron 0.6 pyL de 6-OHDA (0.1 mg/ml) a una
velocidad de 0.2 yL/min en las coordenadas -2.6 mm AP, -1.5 mm LMy -4.7 mm DV a

partir de Bregma. Las coordenadas se optimizaron previamente en el laboratorio para una



mejor precision y con la utilizacion del colorante violeta de cresilo para marcar y
asegurarse que la lesion fue efectuada en las coordenadas correctas. El procedimiento
completo también se realizd en ratones control usando solucién salina (NaCl 0.9%) sin 6-
OHDA. La temperatura corporal fue modulada antes y después de la cirugia hasta la
recuperacion completa con la ayuda de una placa térmica. Se tomd precaucion para
minimizar el dolor y la incomodidad de los animales. Asegurandonos que los ratones se
encontraban bien anestesiados y realizandoles pruebas de sensibilidad como presiéon en
la cola, que no presentaran movimiento en respuesta a estimulacién quirargica, relajacion
muscular adecuada y monitorear la presencia de reflejos antes, durante y después de la

operacion.

Después de la operacion los ratones se recuperaron durante 7 dias en el vivario con todas
las condiciones establecidas: control de temperatura, libre de patbégenos, en un ciclo de

12h:12h luz:oscuridad con comida y agua ad libitum.

Después de la recuperacion total, la lesion fue confirmada por el giro inducido por
apomorfina como prueba de comportamiento (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970). Para ello
los ratones se colocaron en arenas circulares en donde se les coloco un arnés conectado
a un rotdmetro y se les permitié aclimatarse durante 5 min. Las rotaciones espontaneas
se midieron durante al menos 30 minutos por el programa RotaCount 2.0. Después de
ese tiempo, los ratones recibieron una inyeccién subcutanea de clorhidrato de apomorfina
(0.05 mg/kg) en vehiculo (solucién salina normal con 0.02% de acido ascérbico). Las
rotaciones se midieron durante 60 min, en sentido de las manecillas del reloj (CW) y en
sentido contrario de las manecillas del reloj (CCW). Las rotaciones (CCW) se contrastaron
entre y dentro de las condiciones espontaneas/apomorfina. Cuando la lesion es eficiente
de manera espontanea el raton gira preferentemente en sentido de las manecillas del reloj
(CW). Y en presencia de apomorfina debido a la sobre expresion del receptor, el ratén
gira preferentemente en sentido contrario a las manecillas del reloj (CCW) De tal manera
que si la proporcion CW / CCW de los ratones se invirtié entre las condiciones espontanea
y apomorfina, se considerd lesionado. Los giros fueron supervisados durante 60 minutos,
los ratones que mostraron > 80% de desequilibrio de giro contralateral (rotaciones
contralaterales/totales) se consideraron para seguir con los experimentos. Para minimizar
los efectos de cebado del receptor de dopamina, los experimentos se realizaron al menos

10 dias después de la evaluacion (Morelli, et al., 1989).



3.3 Preparacion de las rebanadas cerebrales

Ratones de 29 a 40 dias posnatales fueron anestesiados al ser inyectados
intraperitonealmente con ketamina (85 mg/kg) -xylacina (15mg/kg) y perfundidos
intracardialmente con solucion de sacarosa fria (sacarosa 234 mM, NaHCOs; 28 mM,
dextrosa 7 mM, piruvato 4.54 mM, acido ascorbico 0.28 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 7 mM,
NaH:PO. 1.44 mM, CaCl. 0.4 mM a 4°C). Posteriormente, fueron rapidamente
decapitados y se extrajeron los cerebros. Se tomaron rebanadas horizontales de 250 uym
de grosor con un angulo de 30° en un vibratomo (PELCO easiSlicer Ted Pella, Redding,
CA). Para el resto de los procedimientos, las rebanadas se mantuvieron en liquido
cefalorraquideo artificial (ACSF, NaCl 126 mM, dextrosa 15 mM, NaHCO3; 26 mM, tiourea)
0.2 mM, acido ascoérbico 0. 2 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 1.3 mM, NaH2PO4 1.2 mMy CaCl, 2
mM; pH = 7.4; 300 + 5mOsm/L) continuamente perfundidas con 95% de O2 y 5% de CO..

3.4 Adquisicion de datos

Las rebanadas se incubaron durante un periodo de 40 min a 37 °C en una solucion de
Calcium Orange (Calcium Orange 8.2 uM, 0.1% DMSO, 0.67% de Acido Plurénico en
ACSF). Se eligi6 Calcium Orange para este grupo de experimentos porque se requiere la
adquisicion de datos a largo plazo y el Calcium Orange tiene muy bajo fotoblanqueo
(Thomas et al., 2000). Después, las rebanadas se colocaron en una camara de perfusion
con flujo constante de ACSF bajo un objetivo de inmersién de 20X (N20X-PFH -Objetivo
20X Olympus XLUMPLFLN, 1.00 NA, 2.0 mm WD, Center Valley, PA).

El campo de observacion fue de 750x750 ym. Un iluminador Lambda LS (instrumentos
Sutter, Petaluma, CA) y un filtro de luz de 570/30 nm se utilizaron para la estimulacion del
fluoréforo y la sefal de adquisicion. Los videos de fluorescencia se grabaron usando una
camara CoolSnap K4 (Photometrics, Tucson, AZ) controlada a través de Im-Patch ©, un
software de acceso abierto disefiado en el entorno de LabView (http://www.im-patch.com),
tomando de 4-6 cuadros/segundo y 720-2160 cuadros/video. Cada experimento consistid
de 7-10 videos de hasta 60 minutos por experimento. Se usaron tres rebanadas por
condicion: control (Ctrl), mermado en dopamina (deficiente-DA) y mermado de DA+L-
DOPA. En todas estas condiciones, se registro la actividad espontanea antes y después

de la administracion de un unico tren de estimulacion cortical (CtxS = 10 pulsos, 40 Hz,
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1.1-1.3 mA) usando un electrodo bipolar concéntrico (FHC, # CBCFE75, Bowdoin, ME)
colocado en la capa V de la corteza. Cuando se requirio L-DOPA, se afiadié 10 uM en el
bafio de perfusiéon antes de la estimulacion y mantenida hasta el final del experimento.
Una solucion de KCI 0.5 mM fue administrada al final de cada experimento con el fin de
contar todas las células viables durante el experimento. El 85% de las células visibles en

el experimento fueron viables y tomadas en cuenta para el analisis.

3.5 Andlisis de datos

Los videos se procesaron con Im-Patch ©. Usando este software, se identificaron células.
Se calculé el cambio en la sefial de fluorescencia (transitorios o sefiales de Ca?*) y su
derivada en el tiempo para cada célula a lo largo del experimento y durante toda su
duracion. Usando las derivadas en el tiempo de los transitorios de Ca?*, los momentos de
actividad eléctrica neuronal fueron inferidos como se ha reportado previamente (Carrillo-
Reid et al., 2008, 2009a, 2009b, 2011, 2015; Herndndez-Flores et al., 2015; Jaidar et al.,
2010; Lopez-Huerta et al., 2013; Pérez-Ortega et al., 2016; Pérez-Ramirez et al., 2015;
Plata et al., 2013a, b). Los cuadros cuya derivada de la sefial en el tiempo excedio a las 2
desviaciones estandar desde la actividad basal se consideraron cuadros activos. La
actividad de cuadros se transfiri6 a una matriz de actividad donde 1 denota actividad en
ese cuadro y 0 no actividad para cada célula. Los experimentos completos estan
contenidos en matrices y expresados en graficas de rastreo (raster), donde cada fila
muestra la actividad de una sola célula y cada punto un cuadro en el que esa célula esta
activa (Carrillo-Reid et al.,, 2008). Las matrices junto con sus coordenadas fueron
procesadas para determinar picos de coactividad estadisticamente significativos. La
actividad de todas las células en cada cuadro fue sumada para construir un histograma de
coactividad. Para determinar picos de coactividad significativos, se utilizaron simulaciones
de Monte Carlo (Pérez-Ortega et al., 2016). En resumen, la actividad de cada célula se
revolvié en el tiempo y se obtuvieron nuevos histogramas de coactividad aleatorios (1000
iteraciones), los histogramas aleatorios se compararon con el original, contando los
cuadros con un numero dado de células coactivas (de 0 al numero de células). El umbral
para considerar picos significativos de actividad se establece con el valor minimo en el
que los datos experimentales mostraron una mayor ocurrencia de eventos celulares

coactivos que el 95% de los datos aleatorios. Los picos significativos de actividad se
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construyeron a partir de los cuadros en los que el umbral se superd y se utilizd un
intervalo de tiempo de 12-18 cuadros ya que la duracién de las rafagas de potenciales de
accion es de 2-3 segundos lo que corresponde a 12-18 cuadros. Los picos de coactividad
fueron comparados con un indice de similitud calculado como el coseno del angulo entre
vectores obtenido con el producto punto de cada par de vectores con actividad
significativa normalizada por su magnitud (Carrillo-Reid et al., 2008). Los picos eran
agrupados utilizando andlisis de agrupamiento jerarquico para determinar conjuntos
neuronales o estados de red mostrados con diferentes colores o tonos en graficas tipo
raster, como anteriormente se reportd (Pérez Ortega et al., 2016). Para comparar la
actividad de células individuales a través de diferentes secciones del experimento, la
actividad de cada célula se determind simplemente como el nimero total de cuadros

activos/numero total de cuadros de cada condicion.

Para cuantificar la cantidad de actividad por experimento, se construyd un diagrama de
actividad acumulada: el valor del histograma de coactividad por cuadro se sumé a lo largo
del tiempo durante el experimento. Para comparar la actividad de multiples experimentos,
se aproximé un ajuste lineal a la actividad acumulada. Las pendientes de las lineas
ajustadas representan la actividad/tiempo acumulado en el transcurso del experimento.
Este valor se usé para comparar diferentes experimentos y condiciones experimentales.
Para cuantificar los picos significativos de actividad/min, el nimero de cuadros en los que
el valor del histograma de coactividad fue mayor que el umbral determinado por el método
de Monte Carlo, se dividi6 por la duracion total del experimento en minutos. Para
comparar la actividad celular entre diferentes condiciones experimentales se realiz6 una
funcion de distribucién acumulativa con la actividad celular de todas las células activas en
todos los experimentos por seccion, control (Ctrl), control méas estimulacion cortical (Ctrl +
CtxS), deficiente-DA, deficiente-DA+CtxS, deficiente-DA+L-DOPA y deficiente-DA+L-
DOPA+CtxS. Para las neuronas que pertenecen a diferentes grupos, su actividad celular
en cada fragmento del experimento se determind como se describidé anteriormente. Para
considerar un aumento o disminucién de la actividad fue necesario un cambio de actividad
del 20%, ya que la varianza de la poblacién es 10%; de lo contrario, se considero la
actividad neuronal constante. El estado parkinsoniano se caracteriza por un estado
dominante altamente recurrente, el cual interrumpe las secuencias de ensambles
neuronales encontradas en condiciones control (Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al.,
2016). Para detectar la apariencia de los estados de red patolégicos en una muestra de

experimentos, calculamos un indice de recurrencia para cada estado con respecto a los
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otros estados en cada condicion. El indice de recurrencia es la proporcion relativa de

recurrencia de cualquier estado y se calcula como sigue:

R;
Rindex = YR
n¥i

Donde Ri es la recurrencia de un estado dado, la aparicién del estado tiene valor de 1
(apariencia uno) hasta R, donde R es la cantidad de veces que el estado aparecio
repetidamente sin alternancia. Este numero fue dividido por la suma de recurrencias de
otros estados en el experimento. En el caso de que algunos estados de la red tengan un
exceso de recurrencia (estados patoldgicos dominantes) los circuitos se dividirdn en dos
poblaciones de red, aquellos con alta y aquellos con baja recurrencia y la varianza de esa
muestra reflejara esta separacion de muestreo. En los casos donde no hay predominio de
ningun estado de la red, todos ellos tendrian un indice de recurrencia y una variacion de
muestra similar, de esta forma podriamos comparar todos los diferentes estados mediante
muestreo de diferentes experimentos utilizando conjuntos neuronales sin importar la
duracién de las condiciones particulares. En este caso, la recurrencia de estados de red

usé la prueba de homogeneidad de varianza de O'Brien para comparar las muestras.

3.6 Andlisis estadistico

Para determinar el umbral significativo para los picos de coactividad, se realizaron
simulaciones de Monte Carlo (descrito anteriormente), esta prueba fue programada en
una secuencia de comandos en MATLAB (MATLAB R2015a; The MathWorks, Inc. Natick,
MA). GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA) se utilizé para comparar las
diferentes métricas de actividad entre los 4 grupos: Ctrl, deficiente en DA, Ctrl+CtxS y
deficiente-DA+CtxS.

La prueba de ANOVA Kruskal-Wallis de comparacion multiple con prueba de Dunn post-
hoc para comparaciones por pares, la prueba de muestras pareadas T de Wilcoxon con
una aproximacion de una cola de Spearman para comparar la actividad de la misma
muestra de una condicibn a otra, los graficos circulares de la prueba comparan la
proporcion de actividad de cada poblacion celular, la prueba Friedman de ANOVA con

prueba de Dunn post hoc se usaron para comparar la actividad de células individuales en
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experimentos con 3 diferentes tratamientos, las pruebas de Kolmogorov-Smirnov se usé
para comparar la distribuciones de conjuntos de datos (MATLAB) y la homogeneidad de la
varianza de O'Brien se usO para comparar el indice de recurrencia en las diferentes
condiciones (MATLAB). Las muestras con estados dominantes tienen la varianza
aumentada (Hervé Abdi, 2007).
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4. Resultados
4.1 Estimulacién cortical en rebanadas de estriado

La actividad neuronal espontédnea en el estriado dorsal fue registrada durante varios
minutos (Ctrl, Fig. 2A) y se caracteriza por baja actividad, pocos o0 ningun pico de
actividad significativos. Un solo tren de 10 pulsos a 40 Hz en la capa V de la corteza o en
aferentes corticales (CtxS, Fig. 2A punta de flecha) activan el microcircuito estriatal
exhibiendo secuencias continuas de picos significativos de coactividad neuronal durante
al menos 30 min. En el control se observan muy pocos picos con poca actividad
espontanea y se encuentra practicamente silente, se puede observar con baja recurrencia
del estado dominante, después del estimulo aumenta la alternancia de los ensambles
neuronales. Esto es, la activacion del microcircuito y la apariciéon de la alternancia en la
actividad de ensambles neuronales formando circuitos reverberantes. Esta actividad
evocada de docenas de neuronas se observé simultdneamente usando imagenologia de
calcio con resoluciéon de célula Unica en rebanadas horizontales de cerebro de ratén sin
agregar ninguna droga a la preparacion (Carrillo-Reid et al., 2008). En la figura 2A se
muestra la actividad después de tal estimulo en un gréfico tipo raster, cada fila representa
la actividad de una sola neurona. Abajo, se muestra un histograma de la actividad
sumada, columna por columna (cuadro por cuadro) a lo largo del tiempo, en la que se
observan picos significativos de coactividad donde la linea punteada representa el umbral
de significancia, determinado con las simulaciones de Monte Carlo (P < 0.05). Los picos
significativos de coactividad son marcados en la gréfica tipo raster y en la parte inferior del
histograma con lineas de colores. En el grafico de la derecha, se encuentra la actividad
celular individual en el transcurso del experimento, esta es medida como la suma de la
actividad por célula, dividida por el numero de cuadros en que hay actividad. El estimulo
en la CtxS evoca un pico de actividad significativo que estd compuesto por neuronas
estimuladas (morado), que es diferente a los picos espontaneos de coactividad que le
siguen. Los picos de coactividad significativos se agruparon y clasificaron de acuerdo con
su similitud (ver Material y Métodos), utilizando andlisis jerarquico de grupos, como
ensambles neuronales o estados de la red. La secuencia temporal de activacion de
ensambles se muestra en la Figura 2B. Claramente, el CtxS activa el microcircuito
incrementando el nimero de ensambles espontaneamente activos (n = 5 rebanadas de
diferentes animales). La secuencia de tiempo se resume en ciclos de transicion de

estados de red antes y después del CtxS (Fig. 2C). Se observa un cambio en el numero
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de ensambles activos después de CtxS (2 en 3 casos 0 en 2 y 3 ensambles después de la

estimulacién en todos los casos) y asi como la generacién dindmica de microcircuitos

reverberantes que reflejan mayor actividad y presencia de picos significativos (Carrillo-
Reid et al., 2008).
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Figura 2. Un estimulo cortical adecuado activa al microcircuito estriatal por varios
minutos. A. Grafica tipo raster de la actividad neuronal, antes y después del protocolo de
estimulacién cortical (CtxS) en una preparacion control. El momento de estimulacién se
muestra con una punta de flecha en la parte superior. Cada fila representa la actividad de
una sola célula a lo largo del tiempo. Los puntos de colores representan células que se
activan juntas recursivamente de manera significativa. En la parte inferior, se muestra el
histograma de coactividad: la suma de las neuronas activas por cuadro. La linea punteada
muestra el umbral para los picos de coactividad significativos (p <0.05, después de las
simulaciones de Monte Carlo). Los picos de actividad significativos se clasificaron como
ensambles neuronales utilizando andlisis de grupo jerarquico. Los diferentes ensambles se
muestran en el histograma y en el gréfico tipo raster con diferentes colores. El histograma
de la derecha representa la actividad celular individual: la suma de los cuadros en que la
neurona esta activa dividido por el nimero total de cuadros. Note la relativamente poca
actividad antes del estimulo (CtxS) y el aumento de la misma después del mismo. B. Una
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vez que los conjuntos de neuronas coactivas eran identificados cada punto en el grafico en
la secuencia de transiciones representa su activacion: como pasa la actividad de un grupo
de neuronas a otro. Se tomaron en cuenta los estados de la red que alternan su actividad
(a-c: inferior, medio y superior). El estimulo esta representado en color morado con una
punta de flecha en la parte superior. C. Resumen de las transiciones: antes del estimulo,
solo dos ensambles eran significativos y raramente activos. Después del estimulo, hubo tres
ensambles que se activaron con mayor frecuencia mostrando transiciones entre ellos asi
como ciclos cerrados (reverberantes) de actividad. La cuantificacion del aumento de
actividad se discute en la figura 4.

En el estriado deficiente de DA se ha descrito un exceso de actividad neuronal
espontanea, no inducida por estimulo alguno, en comparacion con el estriado control
(Jaidar et al., 2010; Plata et al., 2013a, b; Pérez-Ortega et al., 2016). Esto también se
puede observar en el gréfico y el histograma de coactividad de la Figura 3, antes del CtxS.
Esta hiperactividad se caracteriza por la recurrencia excesiva de uno de los estados de la
red (Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016), (la cuantificacidon se encuentra en la
Figura 11). Esta descripcion es involuntariamente metaférica pues refleja lo que sucede
con los pacientes: estan recurriendo en una postura y no pueden moverse (Banou, 2015).
Después del CtxS, la alternancia entre los estados de la red regresa y se vuelve mas
equilibrada; las transiciones se recuperan (se observé en todas las rebanadas, estadistica
en figura 11). Esta nueva dinAmica se mantiene durante varios minutos después de la
estimulacion (Fig. 3A; CtxS esta marcada con una punta de flecha). La secuencia de
activacion de ensambles (Fig. 3B) muestra que antes de CtxS hay varios picos de
coactividad (Fig 4C) con uno de ellos que presenta alta recurrencia (estado rojo) (Fig. 11),
como si el microcircuito estuviera atrapado en el estado rojo. Como consecuencia, los
ciclos de transicion son cominmente abiertos (Fig. 3C a la izquierda). Después de la CtxS
las transiciones entre ensambles coactivos se vuelven cerradas (a la derecha Fig. 3C;
Pérez-Ortega et al., 2016).

Para comparar la actividad global en el microcircuito estriatal bajo diferentes tratamientos,
analizamos la actividad acumulada (actividad sumada de células coactivas a lo largo del
tiempo; a partir de los histogramas en la parte inferior de las Figs. 2A y 3A) tomando todas
las células de cada experimento. Las lineas sélidas en la Figura 4A ilustran la actividad
acumulada en un experimento representativo. La linea punteada fue ajustada con una
regresion lineal a los datos experimentales. El microcircuito estriatal sin estimulo (Ctrl)

muestra la menor actividad espontanea a lo largo del tiempo. Una actividad mayor y
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significativa aparece después de la estimulacion cortical (CtxS) en condiciones control
(Fig 4B, n = 5; prueba de Wilcoxon T; p <0.01), y en el microcircuito estriatal deficiente de
DA se confirmd que tiene una alta actividad espontanea, mayor que la del control no
estimulado (Fig. 4B; las pendientes de las lineas punteadas fueron ajustadas para mostrar
graficas de caja con las distribuciones de las muestras; p <0.05; n = 7; ANOVA de
Kruskal-Wallis con pruebas post hoc de Dunn). Después de la estimulacion cortical, el
microcircuito deficiente de DA no aumentd significativamente su actividad acumulada a
pesar de los cambios inducidos en el comportamiento del circuito (Fig. 3). Resultados
similares se encontraron cuando medimos picos significativos de coactividad (Fig. 4C).
Solo el andlisis de distribucibn acumulada de actividad celular individual mostraron que,
primero, la distribuciéon de la actividad del circuito control no estimulado es diferente de
todas las demas distribuciones (P = 0.0000124), y segundo, que la distribucién de
actividad celular del microcircuito deficiente en DA era diferente al encontrado después
del CtxS, tanto en el control (P = 0.000205) como en el circuito estimulado deficiente de
DA (P = 0.000043; Fig. 4D; Ctrl n = 116 células, Ctrl + CtxS n = 161 células, deficiente-DA
n = 440 células, deficiente-DA+CtxS n=180 células; Pruebas de Kolmogorov-Smirnov).
Debido a que no existen diferencias significativas en la actividad acumulada en el tiempo
(Fig 4 B) ni en el nimero de picos significativos por minuto (Fig 4 C) pero si en la
distribucion de actividad de la poblaciéon (Fig. 4 D) y en el comportamiento de los estados
(Fig 2 y 3), llegamos a la conclusién de que las diferencias entre el control y los
microcircuitos patoldégicos no consisten en diferencias en la actividad neuronal, sino en
diferencias mas sutiles como en la conectividad, el comportamiento y la composicion de la

red de los microcircuitos.
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Figura 3. La estimulacion cortical modifica las transiciones de estado de la red en el
microcircuito estriado deficiente en DA A. Graficos tipo raster de un microcircuito de rebanadas
disminuidas en DA antes y después del CtxS. La estimulacion se sefiala con una punta de flecha
en la parte superior. Cada fila representa la actividad de una sola neurona a lo largo del tiempo. El
histograma de coactividad esta en la parte inferior, la suma de las neuronas activas por cuadro. La
linea de puntos muestra el umbral para los picos de coactividad significativos. Los picos de
coactividad significativos se clasificaron en conjuntos neuronales después del agrupamiento
jerarquico. Diferentes ensambles se muestran en el histograma y gréaficos tipo raster con diferentes
colores. La actividad celular individual, la suma de todos los cuadros activos divididos por el
namero total de cuadros, esti a la derecha. B. Secuencia de activacion de ensambles donde los
picos significativos estan representados por circulos. La posicion y colores muestran los ensambles
a los que pertenecen. La estimulacion esta sefialada con morado y una punta de flecha en la parte
superior. Se tomd en cuenta que en el microcircuito deficiente en DA, un conjunto dominante se
activa mas recurrentemente que los demas (rojo). Sin embargo, después del CtxS, la actividad de
los ensambles vuelve a ser alternante entre los diferentes ensambles. C. Indica los ciclos de las
transiciones entre los estados de la red. Antes del CtxS, un estado de la red se activa de forma
mas recurrente (pseudo-loop) con poca participacion de otros estados. Después del estimulo, las
transiciones entre los estados se vuelven mas frecuentes mostrando ciclos cerrados y dinamica
reverberante (Fig. 11).

19



(v y)

A 2000~ —Ctrl
— Ctrl+CtxS 3
— Deficiente-DA

Deficiente-DA + CtxS _

o

3

1
o0

1000-

500

Actividad acumulada
(cuadros activos)
Actividad acumulada/
Tiempo (cuadros)

<
0- == 5
0 1 2 3 4 S L8
Tiempo (min) Q3
c - D 10 -
* [1+]
p B 084
80— 2
g S S 06 Deficiente-DA
S _ 501 ° 9 ! Deficiente-DA
SE 404 g g 044 +CtxS
2] ] 2 Ctrl + CtxS.
82 @ o) 5
- a 204 @ O @ (02
2 8 g g °
g 0 e 3 3 0
= & | T T T T 1
- e X2 2, 0 005 010 0.15 020 0.25
S = by 5 Actividad celular
S G & $S .
* activas/cuadros totales

Figura 4. Actividad neuronal acumulada en el tiempo del microcircuito estriatal bajo
diferentes condiciones A. Lineas continuas: actividad acumulada (suma de células coactivas por
cuadro a lo largo del tiempo) de experimentos representativos Unicos bajo diferentes condiciones:
control sin estimulo (Ctrl), estimulacién cortical en condiciones control (Ctrl + CtxS), microcircuito
estriatal deficiente en DA sin estimulo (mermado-DA) y microcircuito estriatal deficiente de DA
después de un estimulo cortical (mermado-DA + CtxS). La linea punteada es un ajuste lineal a los
datos. B. La actividad acumulada en el tiempo para todos los experimentos. Los diagramas de caja
muestran la distribucion de pendientes de las lineas ajustadas a la actividad acumulada (que se
muestra en A) para todos los experimentos y condiciones. Hay un aumento significativo en la
actividad neuronal después de que CtxS en condiciones control (P <0.05). La deficiencia en DA
también muestra una mayor actividad en comparaciéon con los controles aun sin estimulacion (P
<0.05). No hay un aumento significativo en la actividad entre el control estimulado y microcircuitos
deficientes de DA. El CtxS no aumenta significativamente la actividad total del microcircuito
deficiente de DA, s6lo cambia el comportamiento del circuito (Figura 3). C. El nUmero de picos de
coactividad significativos antes y después del CtxS en Ctrl y microcircuitos privados de DA (P
<0.05). D. Promedio de distribuciones acumuladas de la actividad celular a lo largo del tiempo para
todos los experimentos y condiciones. La distribucion acumulada de la actividad celular en los
controles no estimulados es diferente a todas las demas condiciones (P < 0.0000124). La
distribucion de actividad del circuito control estimulado es similar a la de los microcircuitos
estimulados deficientes en DA (P <0,000205; Ctrl n=116 células, Ctrl + CtxS n=161 células,
deficientes en DA n=440 células, deficiente-DA + CtxS n = 180 células; pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y ANOVA global de Kruskal-Wallis para B y C: P<0.05).
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4.2 Actividad celular en el estriado deficiente en DA antes y después de la

estimulacion cortical

Los cambios en la actividad neuronal global no pueden explicar los cambios en el
comportamiento del microcircuito deficiente en DA después de la CtxS. Por lo tanto, nos
preguntamos si la CtxS induce cambios en las subpoblaciones neuronales que componen
la actividad del circuito. Por lo que decidimos comparar la actividad neuronal presente en
el circuito antes y después de la CtxS. Las células se clasificaron en 3 clases (i, ii, iii) de
acuerdo a su actividad antes y después de la CtxS (Figura 5A): Las células que
disminuyeron su actividad después de la CtxS (i), las células con actividad constante
antes y después de CtxS (i), y las células cuya actividad incrementé o que se reclutd por
el CtxS (iii). Una disminucion o aumento en el 20% de la actividad celular se utiliz6 como
umbral para clasificar las neuronas en diferentes grupos. Si la actividad cambiaba en una
proporcion menor, las células se consideraban como células de actividad constante (ii).
Las células que cambiaron su actividad (i, iii) se ilustran en la Figura 5B. Este analisis
mostré que, si bien algunas células detenian o disminuian su actividad después del CtxS,
otras comenzaron 0 aumentaron su actividad después del mismo. Finalmente,
cuantificamos la contribucion de cada poblacién antes y después de CtxS, para todos los
experimentos. Antes de CtxS, la mayoria de la actividad fue generada por el grupo "i"
(62%). Después de CtxS, la mayor parte de la actividad provino de grupo "iii" (64%). Este
cambio en las subpoblaciones neuronales activas explicaria los cambios en la dinamica
del microcircuito, observada en la Figura 3. Por lo tanto, ademas de cambiar la actividad
del microcircuito, el CtxS recluta nuevas subpoblaciones neuronales y detiene el disparo
de las neuronas que mantenian el disparo parkinsoniano. Este efecto de la CtxS dur6 al
menos 30 min. Durante periodos de tiempo mas largos (> 30min) el efecto del estimulo se

perdio.
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Figura 5. Cambios en las subpoblaciones neuronales del microcircuito estriatal
parkinsoniano después de la estimulacién. A. Grafico tipo raster de un experimento
representativo con CtxS en una rebanada deficiente de DA. Cada fila representa la actividad de
una sola neurona a lo largo del tiempo. Las neuronas se clasificaron y agruparon de acuerdo con la
actividad anterior al CtxS (1) y después del mismo (2, linea discontinua). Las neuronas en la parte
superior: tenian una mayor actividad antes del estimulo y reducian o paraban su actividad después
del estimulo (i). Las neuronas en la parte inferior incrementan su actividad después del estimulo o
fueron reclutadas por el estimulo, por lo tanto, no estaban activas antes (iii). EI umbral para
considerar un cambio significativo de actividad fue una disminucién o aumento en un 20% de una
época a la otra. B. Actividad de las neuronas clasificadas en cada grupo antes y después de la
estimulacién. Las células en el grupo "i" disminuyeron significativamente su actividad después del
CtxS (prueba T de Wilcoxon < 0.0001, con una aproximacion de cola de Spearman P = 0.006).
Muchas de estas células pararon su actividad después del CtxS. La actividad de las células en el
grupo iii incrementé significativamente su actividad después del CtxS (T de Wilcoxon P <0.0001,
con aproximacién de Spearman P = 0.0009). Muchas otras células en este grupo fueron reclutadas
por el CtxS. C. Graficos de pastel que ilustran porcentajes de actividad generados por neuronas
clasificadas en grupos i-iii, en cada época, para todos los experimentos. Hubo un cambio
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significativo en las subpoblaciones neuronales activas (n = 10 microcircuitos, 451 células,
contingencia de graficos circulares P < 0.0001) después del CtxS.

La figura 6 muestra un experimento en el que se siguid la actividad neuronal durante un
periodo de tiempo mas largo. La Figura 6A es el grafico tipo raster de la actividad
neuronal. Cada fila representa la actividad de una sola célula en el transcurso del
experimento y tres segmentos temporales o las épocas de actividad se muestran divididas
por lineas de puntos verticales (1-3). La época 1 es una muestra de actividad antes de la
estimulacion en el tejido deficiente en dopamina, la época 2 es el periodo inmediatamente
posterior al CtxS, y la época 3 se registrd6 30 minutos después de la estimulacion. De
acuerdo con la actividad de cada época, las células se dividieron en cinco grupos (i-v,
parte derecha del raster), segun su disminucion, aumento o ningun cambio en su actividad
en cualquiera de las tres épocas, utilizando un cambio del 20% como umbral. Como se
muestra en la figura 6C, el grupo i redujo su actividad después de CtxS pero tiene alta
actividad antes y después del CtxS y a los 30 min (épocas 1y 3). Las células del grupo ii
tienen alta actividad antes de CtxS pero su actividad disminuye después de CtxS y no
regresa mas tarde (épocas 2 y 3). El grupo iii se vuelve mas activo inmediatamente
después de CtxS e incluso mas activo 30 minutos después de CtxS (épocas 2 y 3). En el
grupo iv las células muestran la mayor actividad justo después de CtxS. El grupo v tiene
actividad casi constante todo el tiempo. Hicimos histogramas de coactividad para cada
poblacién y los comparamos con el histograma de coactividad total (Fig. 6B; histograma
gris en el fondo) para ilustrar mejor la contribucién de cada grupo de neuronas al total de
la actividad del circuito. Por ejemplo, la mayor contribucion justo después del CtxS fue la
del grupo iv. Para concluir, la actividad neuronal individual cambié después de CtxS y este

cambio se revierte 30 minutos después del estimulo.
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Figura 6. El efecto de la estimulacién cortical en el microcircuito deficiente en DA es
temporal. El presente experimento representativo se dividié en 3 épocas (1-3). 1. Antes de la
estimulacion, 2. Justo después de la CtxS, 3. > 30 min después de CtxS. A. El gréfico tipo raster de
la actividad neuronal muestra tres fragmentos de cada época divididos por lineas punteadas
verticales, el momento de CtxS fue removido. Cada fila representa la actividad de una neurona
durante las tres épocas. Las neuronas se dividieron en 5 subpoblaciones de acuerdo a su actividad
en cada época: i. Neuronas que tuvieron una alta actividad antes de la CtxS (estado
Parkinsoniano) y que bajan su actividad justo después de la CixS (cuando se elimina el estado
Parkinsoniano), pero se recuperan a los 30 minutos después de la CtxS (cuando se recupera el
estado Parkinsoniano). ii. Neuronas que tenian una actividad alta antes de la CtxS, la disminuyen
después de la CtxS y no recuperaron su actividad 30 minutos después de la CtxS. iii. Neuronas
con baja actividad o inactivas antes de la CtxS, que aumentan su actividad después del CixSy la
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aumentan aun mas 30 minutos después del CtxS. iv. Neuronas con la mayor actividad después de
la CtxS pero con menos actividad antes y 30 min después del CtxS. v. Neuronas que mantuvieron
su actividad constante antes y después de CtxS. El umbral para considerar un cambio significativo
en la actividad fue del 20%. B. La contribuciéon de cada subpoblacién neuronal al histograma de
coactividad total. El histograma de cada subpoblacién neuronal (i-v, por colores) se muestra sobre
el histograma total (gris) para demostrar la contribucién de cada subpoblaciéon por época. C.
Actividad de cada grupo celular por época (1-3), dividido en las diferentes subpoblaciones (i-v).

4.3 Cambios en la arquitectura y dinamica del microcircuito deficiente en DA
después de la estimulacion cortical

La conectividad funcional de la red neuronal basada en la coactividad se utilizé para
seguir los cambios que induce la CtxS en el estriado deficiente en DA (Fig. 7). En cada
grafico, los nodos son neuronas activas representadas por circulos en la periferia de una
visualizacién circular y las conexiones funcionales se eligieron como los momentos de
coactividad neuronal en un pico de actividad. Un tipo del grafico usé los grupos de células
como se definen en la Figura 6: las neuronas se agruparon de acuerdo con los cambios
de actividad que sufren después de la CtxS (Fig. 7A2 y 30 minutos después de CtxS; Fig.
7A3). Se puede observar que ciertos grupos de neuronas monopolizan la mayoria de las
conexiones antes de la CtxS (i y ii), mientras que después de la CtxS, otros grupos entran
en accién y se vuelven altamente conectados (iii y iv) aunque los grupos i y I

permanezcan activos.

Treinta minutos después de la CtxS muchos grupos conectados cambian de nuevo: el
grupo i recupera sus conexiones y sorprendentemente el grupo iii permanece fuertemente
conectado, mientras que el grupo iv es severamente reducido en el nimero de neuronas y
conexiones (Fig.7A3). Tomados en conjunto, estos datos indican que el microcircuito se

remodela temporalmente por la CtxS.

También utilizamos una forma mas tradicional de agrupar las mismas neuronas: las
neuronas que componen los picos de actividad significativa en los histogramas de
coactividad, construidos a partir de las gréficas tipo raster de actividad neuronal en las
Figuras 2 y 3; los definimos como ensambles neuronales (Carrillo-Reid et al., 2008; 2011,
Pérez-Ortega et al., 2016). Esta definicidbn de ensamble neuronal se basa en la evidencia
Hebbiana que supone que las neuronas que disparan juntas tienen conexiones
preferenciales entre ellas y trabajan en conjunto (Carrillo-Reid et al., 2016), los nodos se

ven de nuevo como circulos en el perimetro.
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Las diferentes formas de analizar los grupos de neuronas no coinciden pues en este caso
las neuronas pueden pertenecer a mas de un ensamble neuronal (las neuronas que
participaron en mas de un ensamble estidn indicadas por etiquetas). Las conexiones
funcionales de todas formas se definen como momentos de coactividad. Pero a pesar de
los diferentes métodos de agrupacioén, ambas redes muestran fendmenos similares
después de la CtxS, lo que sugiere una robustez intrinseca. Antes de la CtxS (Fig. 7B1)
muchas conexiones eran monopolizadas por el ensamble rojo (“b”), este estado de cosas
cambia después de la CtxS (Fig.7B2) cuando varios conjuntos se conectan entre si y un
grupo de neuronas participa en todos los conjuntos. Finalmente, 30 minutos después del
estimulo (Fig. 7B3), el ensamble "b" se convierte de nuevo en el dominante el cual tiene
mas neuronas y obtiene la mayoria de las conexiones. Para resumir, ambos métodos de
la representacion grafica muestran que la CtxS cambia a las neuronas que participan en

el circuito tanto como por sus conjuntos neuronales como por su conectividad.

Por lo tanto, las secuencias de tiempo de las transiciones entre los estados de la
red muestran que antes de CtxS (figura 7C1) el estado "b" es dominante ya que es el mas
recurrente y atrae mas transiciones. Justo después del estimulo (Fig. 7C2) las
transiciones entre los tres ensambles principales estan méas equilibrados. Treinta minutos
después del estimulo (figura 7C3) la dinamica patoldgica regresa: el estado rojo se
convierte en el mas recurrente y las transiciones disminuyen llevando el microcircuito a
una condicién con un estado dominante nuevamente. Para concluir, un estimulo cortical
cambia la arquitectura y la dinamica del microcircuito deficiente en DA, incluso si la
actividad neuronal sigue siendo alta en comparacion con el microcircuito control no
estimulado (Fig. 4B). El trabajo previo ha mostrado que la aplicacién de L-DOPA reduce la
actividad del microcircuito deficiente en DA, hasta dejarlo como el microcircuito control no

estimulado (Plata et al., 2013a).
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Figura 7. El efecto de la estimulacién corticoestriatal en la arquitectura y dindmica del
microcircuito. llustramos la arquitectura del microcircuito con dos tipos de grafos: uno basado en
redes de grupos activos y otro basado en la coactividad de ensambles neuronales. A. Actividad de
grupos de redes separan grupos de neuronas (nodos representados por circulos en el perimetro)
segun su actividad antes (1), justo después (2) y 30 minutos después (3) del estimulo cortical. Las
conexiones funcionales entre ellos (lineas grises, ver métodos) indican momentos de coactividad
en picos de actividad significativa. Solo se representan las neuronas activas durante una época
determinada. Antes de CtxS los grupos i y ii obtienen la mayoria de las conexiones, después de
CtxS el grupo iii y iv tienen mas conexiones, pero los miembros de los grupos i y ii permanecen
conectados. Treinta minutos después del CtxS el grupo i recupera muchas conexiones y
sorprendentemente el grupo iii permanece fuertemente conectado mientras el grupo iv esta
severamente disminuido. B. Las redes de coactividad de ensambles son grupos de neuronas
(nodos visto como circulos en la periferia) que forman picos significativos de coactividad en el
histograma de coactividad obtenidos de las graficas tipo raster (Figuras 2 y 3). Puede haber
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neuronas que pertenecen a mas de un conjunto. Las conexiones funcionales también se definen
como momentos de coactividad. Los grupos de neuronas en A y B no coinciden, ya que ilustran
métodos distintos para definir grupos neuronales; sin embargo, muestran fenédmenos similares.
Neuronas que participaron en mas de un conjunto estan indicadas por etiquetas. Aln asi, antes de
CtxS (1) la mayoria de las conexiones estan monopolizadas por el conjunto b, justo después del
estimulo (2) varios ensambles comparten conexiones y uno de ellos tiene neuronas que
pertenecen a todos los ensambles, y finalmente, 30 minutos después del estimulo (3), el conjunto b
ha reclutado mas miembros y obtiene la mayoria de las conexiones de nuevo. C. Las secuencias
de tiempo de los estados de la red B ilustran la dindmica de las arquitecturas de red: antes de CtxS
la mayoria de las transiciones ocupan el estado b (1), justo después de CtxS (2) el niumero de
transiciones aumenta entre los conjuntos principales y 30 minutos después de CtxS (3) el conjunto
dominante regresa, las transiciones disminuyen y la red queda atrapada mas tiempo en el estado
de lared b.

4.4 Efectos de la estimulacién cortical en presencia de L-DOPA en un

microcircuito deficiente en DA

La Figura 8 es similar a la Figura 6, muestra cambios en la actividad neuronal en el
microcircuito deficiente en DA bajo diferentes tratamientos: primero, la administracion de
10 uM de L-DOPA, y después de la estimulacién cortical (CtxS) durante la accién de la L-
DOPA. El objetivo fue ver si la actividad del circuito en presencia de L-DOPA, al ser
estimulado, corresponde a un circuito control estimulado o de lo contrario, corresponde a
un circuito patolégico. Los tejidos fueron registrados por mas de 30 min. Las neuronas se
dividieron en cinco grupos (i-v), de acuerdo con su cambio en la actividad durante las
diferentes épocas del experimento. El raster (figura 8A1) y el histograma de coactividad
(figura 8B1) muestran las subpoblaciones neuronales activas en el microcircuito deficiente
de DA antes del estimulo: iy ii. Después de agregar L-DOPA a la perfusion, la actividad
de todas las neuronas disminuy6 (Figuras 8A, B2; Plata et al., 2013a), por lo tanto, la
época 2 cuando se administr6 L-DOPA no se considerdé para comparar cambios de
actividad ya que no habia picos significativos de coactividad. Después de la CtxS la
actividad claramente aument6 (Figuras 8A, B3). Se observan diferentes subpoblaciones
neuronales contribuyendo a la actividad del circuito, el cual se parece a un circuito control
estimulado (iii y iv) y no a uno patologico. Alejdndose de la actividad patoldgica inicia 30
min después de la CtxS en presencia de L-DOPA (Figuras 8A, B4), un conjunto de
neuronas que estaban activas antes de la administracion del farmaco y la CtxS, se
reactivan. Una subpoblacién de neuronas (v) no cambia su actividad a lo largo del
experimento. La contribucién de cada subpoblacion a el total de actividad se muestra en

el histograma de la Figura 8B. La Figura 8C muestra la actividad de cada conjunto de
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neuronas durante las épocas 1, 3 y 4. Concluimos que el microcircuito deficiente de DA se
reconfigura a si mismo después de L-DOPA y que la CtxS cambia diferencialmente la

actividad de diversas subpoblaciones de neuronas.
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Figura 8. Estimulacion corticoestriatal del microcircuito deficiente en DA durante la accién
de L-DOPA. Durante el aumento de la actividad neuronal espontanea de un microcircuito
deficiente en DA (1), se administraron 10 yM L-DOPA en el bafio (2), luego, se estimul6é a la
corteza (3), la actividad inducida fue seguida por mas de 30 minutos (4). Como en la Figura 6, las
neuronas fueron ordenadas en el grafico tipo raster (A) y en los histogramas de coactividad (B) de
acuerdo con su disminucion o aumento de actividad. La actividad total se ilustra con el histograma
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palido de fondo. El umbral para considerar un cambio significativo en la actividad fue de 20%.
Durante la administracion de L-DOPA, toda la actividad neuronal disminuye a los niveles
encontrados en los microcircuitos control no estimulados (2). Sin picos significativos de coactividad.
Por lo tanto, los cambios de actividad comparados a continuidad no incluyen la época 2 si no sélo
las épocas 1, 3 y 4 dividiendo a las neuronas en cinco subpoblaciones como lo hicimos
anteriormente. A. En los graficos tipo raster, cada fila representa la actividad de una sola célula a lo
largo del tiempo. B. Los histogramas de coactividad antes de la estimulacion (1) era monopolizada
por los grupos de neuronas i y ii (C). Después de L-DOPA (2) la actividad disminuye en todos los
grupos. Después de la CtxS en presencia de L-DOPA (3) la actividad regresa. Grupos nuevos de
neuronas como los iii y iv, ahora contribuyen a la actividad junto con algunas neuronas de los
grupos iy ii. Después de 30 minutos de la CtxS (3) la actividad en los grupos i y iii regresa mientras
que en los grupos ii y iv disminuye. Las neuronas en el grupo v no cambian su actividad. C.
Actividad de subpoblaciones neuronales durante las épocas 1, 3y 4.

A continuacion, nos preguntamos cémo la arquitectura y la dinamica del microcircuito
remodelado cambian bajo estas condiciones. Para apreciar la remodelacion en la
arquitectura del microcircuito y su dinamica, construimos dos tipos de redes (Fig. 9; Fig.
7): uno que indica la subpoblaciones de neuronas que cambian su actividad después de
administrar L-DOPA y la CtxS (Fig. 9A épocas 1, 3, 4) y el otro que muestra los
ensambles neuronales durante los picos significativos de coactividad (Fig. 9B épocas 1, 3,
4). En el primer caso, el numero de elementos que hacen que los grupos y sus
conexiones cambien después de L-DOPA vy la CtxS, tiende a regresar al circuito original
después de 30 min. Note el ensamble dominante rojo en el microcircuito original deficiente
en DA (Jaidar et al.,, 2010, Pérez- Ortega et al., 2016) que claramente permanece
después de L-DOPA y CtxS. Sin embargo, permite mas transiciones entre ensambles
después de la CtxS en presencia de L-DOPA y su predominio no regresa después de 30
min. Cuando seguimos la secuencia temporal de las transiciones entre ensambles
principales o estados de la red (Fig. 9C épocas 1, 3, 4), claramente el nidmero de
transiciones entre los tres estados aumenta. A diferencia del experimento sin L-DOPA, la

alternancia en la actividad entre ellos permanece después de 30 min.

Concluimos primero, que L-DOPA disminuye la actividad del microcircuito deficiente en
DA de una manera que los picos significativos de coactividad se vuelvan dificiles de
observar, disolviendo asi la actividad recurrente del ensamble dominante (Plata et al.,
2013a). Ademés, cuando la actividad del circuito se induce por la CtxS en presencia de L-
DOPA, este no se comporta como el circuito patolégico deficiente en DA, si no que

muestra actividad alternada entre sus ensambles. A diferencia de la CtxS sin L-DOPA,

30



este comportamiento permanece después de 30 min. Por lo tanto, el microcircuito estriatal

gueda funcional por un periodo mas largo de tiempo.
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Figura 9. Acciones de L-DOPA en conjunto con la estimulacion corticoestriatal en
arquitectura y la dinamica de los microcircuitos deficientes de DA. A. Microcircuito construido
con subpoblaciones neuronales que cambiaron su actividad después de los tratamientos: redes
neuronales por época: 1. El microcircuito deficiente en DA antes del CtxS, el circuito mientras se
administra L-DOPA es omitido (2), 3. En presencia de L-DOPA, microcircuito inmediatamente
después de la CtxS (4) y estimulo 30 minutos después. Cada neurona es un nodo (circulos en el
perimetro) cada enlace es un momento de coactividad. Solo las neuronas activas en una época
determinada estan representadas y se clasifican en grupos de acuerdo a la Figura 8 (i-v). Ver los
cambios en la cantidad de elementos y conexiones de cada grupo después de la CitxS. B.
Conjuntos de redes de coactividad compuestos por neuronas que hacen picos significativos de
coactividad: principales ensambles a-c, las neuronas que participan en mas de un ensamble se



agrupan por separado segun lo indicado por las etiquetas. Los cambios en los conjuntos y la
conectividad son obvios después de la CtxS en presencia de L-DOPA. C. Secuencias temporales
por época. El estado mas recurrente (b) no se pierde, pero permite mas transiciones a otros
estados después de L-DOPA y CtxS (3). A diferencia de s6lo CtxS (Fig. 7), las transiciones
persisten después de 30 min en presencia de L-DOPA.

Las distribuciones acumuladas de la actividad celular mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos y el control (Fig. 4D). Comparamos estas distribuciones con las
obtenidas con los estimulos corticales sin y con L-DOPA (Fig. 10), tomando en cuenta
todas las células de las muestras. En el caso del CtxS, la distribucion acumulada para
microcircuitos deficientes en DA tienen una diferencia significativa con la distribucion
control (P < 0.0135; Figs. 4D y Fig. 10A). Sin embargo, esta diferencia se pierde 30 min
después del estimulo (Fig. 10A).

En el caso de la CtxS sumada a las acciones de la L-DOPA, la Figura 10B muestra
primero que la L-DOPA reduce la actividad celular en el microcircuito deficiente en DA (n
=7, prueba T de Wilcoxon P = 0.015). En segundo lugar, después de la CtxS durante la
accion de la L-DOPA, la distribucion acumulada de la actividad celular aumenta a medida
que se activa el circuito (Figuras 3, 8, 9) y se mantiene significativamente diferente
respecto de la distribucion de actividad celular del microcircuito deficiente en DA (P =
0.00000003). En tercer lugar, a diferencia del caso sin L-DOPA, el circuito permanece con
este nivel de actividad después de 30 min. Esto significa que en presencia de L-DOPA la
actividad inducida por la CtxS se asemeja al circuito control estimulado y permanece asi
por periodos de tiempo mas largos. Los gréaficos circulares de las Figuras 10C y D
muestran la contribucién de los grupos de neuronas segun lo definido por su actividad
celular (Figuras 6, 8: i-v) bajo cada condicién y para todos los experimentos. Los graficos
circulares y las pruebas de contingencia muestran que no hay una diferencia significativa
entre las diferentes condiciones experimentales en ambos grupos de experimentos:
deficiente en DA + CtxS (Figura 10C) vs. deficiente de DA + L-DOPA + CtxS (Figura 10D).
Para las neuronas deficientes de DA, la mayoria de la actividad proviene de las
subpoblaciones i y ii en todos los experimentos (P = 0.6227 comparando circuitos
deficientes en DA de ambos conjuntos de experimentos). 30 minutos después de la CtxS
el grupo i regresa y la actividad del grupo iv disminuye en ambas muestras, pero muchas

neuronas del grupo iii siguen sin mostrar diferencias significativas con o sin L-DOPA
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(Figuras 10C3, D4; P = 0.2078). Concluimos que la CtxS reconfigura las poblaciones

neuronales activas en presencia o ausencia de L-DOPA.
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Figura 10. Grupos de actividad celular bajo diferentes condiciones. (A) Actividad acumulada
del microcircuito deficiente en DA y tratado con CtxS: hay una diferencia significativa (P < 0.0135).
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La diferencia desaparece después de 30 min después del estimulo. (B) Actividad celular
acumulada para los casos con L-DOPA y CtxS; hay una diferencia significativa después de la
administracion de L-DOPA (P = 9.4 x 10%). La actividad se recupera después del CtxS en
presencia de L-DOPA y permanece significativamente diferente a la del microcircuito deficiente en
DA (P = 0,00025). En contraste con el CtxS, la distribucién de la actividad sigue siendo
significativamente diferente después de 30 minutos si esta en presencia de L-DOPA (P = 0.0253;
pruebas de Kolmogorov-Smirnov) (C, D) Los graficos circulares ilustran la contribucién de las
diferentes subpoblaciones neuronales, clasificadas por su actividad antes y después del CtxS (ver
Figuras 6 y 8) para todos los experimentos agrupados. (1) Los grupos i y ii fueron predominantes
en los circuitos deficientes en DA en ambos casos (P = 0.6227, C1 vs D1). Después del CtxS se
observé un recambi6 significativo de las subpoblaciones neuronales que componen los circuitos sin
(C2) y con L-DOPA (D3). Un aumento en las neuronas del grupo iv fue evidente en ambos casos
(P <0.0001, C2 vs C1 y D3 vs D1), pero no hubo una diferencia significativa en esta redistribucion
neuronal sin o con L-DOPA (P = 0.16, C2 vs D3). Treinta minutos después del CtxS, el grupo i
regresa y el grupo iv disminuye en ambos casos (p = 0.2078 comparando C3 vs D4; pruebas de
contingencia).

Las Figuras 11 A y B ilustran los patrones de recurrencia de los estados de la red bajo
diferentes condiciones en dos muestras de experimentos (ver indice de recurrencia en
Material y Métodos): deficiente en DA + CtxS (Fig. 11A) deficiente en DA + L-DOPA +
CtxS (Fig. 11B). Cuando un solo estado de la red tiene una recurrencia mucho mas alta
que el resto de los estado, como se observé previamente en circuitos patolégicos (Jaidar
et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016), exhibe dos diferentes grupos de indice de
recurrencia y por ello la varianza aumenta (Figuras 11 A, B). Cuando ningun estado de la
red tiene una mayor recurrencia la distribucion es homogénea mostrando un Unico grupo
con estados de red no dominantes (Figuras 11A, B; circuitos deficientes de DA + CtxS y
deficiente en DA + L-DOPA + CtxS). Es decir, la CtxS elimina el ensamble patolégico en
ambos casos (P = 0.007586; prueba O'Brien para la Homogeneidad de la Varianza en
este y otros valores P de esta seccion) y con L-DOPA (P = 0.03712), restaurando la
alternancia entre los ensambles neuronales (n = 12 estados de red desde 4 experimentos

en cada condicion obtenidos a partir de 8 diferentes rebanadas y animales).

Sin embargo, una diferencia entre las dos condiciones fue evidente 30 minutos después
de la CtxS: sin L-DOPA los ensambles patolégicos recurrentes regresan (Fig. 11A caja
derecha; P=0.01532 en comparacion con CtxS) aun mas recurrentes que en la condicion
inicial deficiente en DA (P= 0.01869) como si el estado Parkinsoniano regresara peor que
antes. Por el contrario, en presencia de L-DOPA el microcircuito permanece sin
ensambles altamente recurrentes, 30 minutos después de la CtxS (Fig. 11B caja derecha,;

P = 0.03582 en comparacion con los circuitos originales deficientes en DA). Tomado en
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conjunto, estos resultados demuestran que incluso cuando la actividad de subpoblaciones
neuronales o los ensambles neuronales tienden a regresar después de ser reconfigurados

temporalmente por la CtxS (Figs.7, 9, 10), la L-DOPA evita que el circuito regrese a la

actividad patoldgica.
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Figura 11. Recurrencia de estados de la red. Para probar si la recurrencia es predominante en
ciertos estados de la red, la calculamos para cada estado con respecto a todos los demas en cada
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experimento (ver Materiales y métodos). En caso de que algunos estados de la red tengan un
exceso de recurrencia (estados patolégicos dominantes), el circuito estara dividido en dos
poblaciones, aquellos con alta y aquellos con baja recurrencia y la varianza de esa muestra
reflejara esta separacién. En los casos donde no hay predominancia de ningun estado de la red, se
tendra recurrencia similar para todos los estados y la varianza de la muestra sera pequefia. (A)
Graficos de caja comparando la recurrencia de estados de la red en circuitos deficientes en DA
antes y después de la CtxS: antes de la CtxS, claramente hay dos subpoblaciones de estados de
red uno de ellos con mayor recurrencia que los demas (izquierda). Después de la CtxS, todas los
estados de la red tienden a agruparse juntos (centro, P = 0.007586 con respecto a circuitos
deficientes en DA). Sin embargo, 30 minutos después de la CtxS, los estados de la red se separan
nuevamente y los estados de dominantes o mas recurrentes reaparecen (derecha; P=0.01532 con
respecto a CtxS y P = 0.01869 con respecto a circuitos privados de DA antes de CtxS), lo que
sugiere que el estado Parkinsoniano regresa. (B) Comparacién de la recurrencia de los estados de
la red antes y después de CtxS mas L-DOPA. Los circuitos deficientes en DA mostraron estados
de red con alta y baja recurrencia (izquierda). Después del CtxS durante las acciones de L-DOPA,
toda los estados de la red tienden a tener la misma recurrencia (centro, P = 0.03712 con respecto a
los circuitos deficientes en DA). A diferencia del caso sin L-DOPA, 30 minutos después del la CtxS
los circuitos permanecen con estados de red con la misma incidencia de recurrencia (derecha; P =
0.03582 con respecto a los circuitos deficientes en DA). N = 12 estados de red tomados de cuatro
diferentes circuitos y rebanadas de diferentes animales. (Homogeneidad O'Brien de la prueba de
varianza). *' Indica significacion estadistica.
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5. Discusién

En este trabajo comprobamos que un tren de esimulacion cortical es capaz de activar el
microcircuito estriatal por mas de 30 min, aun en ausencia de otro estimulo. Ademas, este
mismo estimulo es capaz de eliminar la actividad patolégica observada en un
microcircuito parkinsoniano por un corto periodo de tiempo, a través de silenciar a una
poblacion neuronal y activar a otra. Este efecto puede trabajar de manera sinérgica con L-
DOPA de modo que cuando se agrega L-DOPA al microcircuito parkinsoniano la actividad
del mismo baja. Pero al activar al microcircuito con estimulacion cortical en presencia de
L-DOPA, la actividad evocada no tiene las mismas caracteristicas ni se activa la misma
poblacion de neuronas que el microcircuito patolégico. Después, de 30 min, aunque la
poblacion de neuronas activas en el microcircuito patolégico se reactiva, la red no regresa
a un estado patolégico. Este efecto se mantuvo durante el curso de nuestros

experimentos.
5.1 Estimulacion cortical en el control y microcircuitos deficientes en DA

Se discute si los signos y sintomas del Parkinsonismo tienen un origen cortical (Arbuthnott
y Garcia-Mufioz, 2016) ya que las oscilaciones patolégicas se presentan en la corteza
motora antes de que aparezcan los signos motores de la enfermedad (Li et al., 2012).
Algunas influencias corticales sobre el circuito del estriado y sus cambios durante el
parkinsonismo ya han sido descritas (Calabresi et al., 1996; 2015; Hammond et al., 2007,
Pérez-Ortega et al., 2016). La estimulacién cortical extradural en pacientes (Cillia et al.,
2007; Bentivoglio et al., 2012), la estimulacién magnética transcraneal de la corteza en
pacientes y roedores (Kanno et al., 2004; Gonzalez-Garcia et al.,, 2011; Dileone et al.,
2017), la estimulacion directa de la corteza motora en primates y pacientes (Drouot et al.,
2004; Benninger et al, 2010), la estimulacion optogenética cortical en roedores
(Gradinaru et al., 2008; Sanders y Jaeger, 2016) y la estimulacion antidrémica de los
axones corticofugales en roedores (Li et al., 2007; 2012), todas alivian los signos
parkinsonianos. En el presente trabajo, nos preguntamos cuales son los mecanismos para
que la estimulacién cortical alivie el parkinsonismo. Por lo que nuestro objetivo fue
observar los cambios producidos en el microcircuito estriatal por estimulacion cortical in

vitro en rebanadas de cerebro de estriado deficiente en DA.

El microcircuito control del estriado se caracteriza por tener baja actividad espontanea, la

cual aumenta durante el inicio de una accién (Cui et al., 2013). In vitro, hemos demostrado
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que la actividad del microcircuito aumenta después de agregar un impulso excitador a la
solucion salina de perfusion tal como NMDA a bajas concentraciones (Grillner et al.,
2006). Una vez activado, el microcircuito se caracteriza por exhibir picos espontaneos
significativos de coactividad neuronal que se asemejan a los ensambles neuronales,
cuyas nheuronas funcionan en concierto (Carrillo-Reid et al., 2008). Usamos la coactividad
neuronal en un marco de tiempo determinado para construir conexiones funcionales y las
representaciones de los microcircuitos (Carrillo-Reid et al., 2008; Pérez-Ortega et al.,
2016). La actividad de la red revela un procesamiento de alto orden ya que los ensambles
muestran recurrencia y actividad que se alterna con reverberaciones y ciclos cerrados
durante varios minutos (Carrillo-Reid et al., 2008; Pérez-Ortega et al.,, 2016). Esta
actividad es modulada de diferentes maneras por agonistas colinérgicos y dopaminérgicos
(Carrillo-Reid et al., 2009; 2011). La investigacion in vivo ha demostrado que, en efecto,
esta actividad codifica acciones motoras en el espacio (Klaus et al., 2017). Aqui
mostramos que es posible evocar el comportamiento de esta red sin agregar activadores
quimicos como el NMDA, pues basta utilizar un estimulo eléctrico adecuado en la corteza
(ver Material y métodos Fig.2). Una vez que es inducida, la actividad del microcircuito se
puede seguir durante mas de 30 minutos en rebanadas de cerebro in vitro. La actividad
registrada en el estriado surge de varias subpoblaciones neuronales. Algunas
interneuronas colinérgicas y GABAérgicas tienen actividad espontanea (Goldberg &
Wilson 2010, Tepper et.al. 2010), lo que sugiere que estan participando en el
microcircuito. Ademas, se demostrd recientemente tanto las interneuronas low-threshold
spiking de bajo umbral y las interneuronas colinérgicas se comunican entre si a través de

receptores ionotropicos y metabotropicos (Elghaba et al., 2016).

El microcircuito Parkinsoniano deficiente en DA tiene una dinamica que difiere
radicalmente de la del microcircuito control (Jaidar et al., 2010; Lopez-Huerta et al., 2013;
Plata et al., 2013a; Pérez-Ortega et al., 2016). Aparece un ensamble neuronal dominante
con un alto nivel de recurrencia al cual pertenecen la mayoria de las neuronas y
conexiones funcionales, manteniendo a la red en un solo estado durante la mayor parte
del tiempo (Figuras 3, 10, 11). Usando una medida de recurrencia (ver Material y métodos
y Fig. 11) encontramos que los microcircuitos deficientes en DA dividen sus ensambles
neuronales en alta y baja recurrencia aumentando la varianza. Debido a que los reportes
anteriores muestran que la estimulacion cortical mejora los signos de la enfermedad de
Parkinson, quisimos confirmar esto in vitro. Tratamos de observar si los ensambles con

alta recurrencia disminuyen. Por lo tanto, el principal hallazgo de este trabajo es que la
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estimulacion cortical modifica la actividad del microcircuito eliminando el estado
Parkinsoniano, lo que permite que la red regrese a la alternancia entre los ensambles
neuronales y a las de las transiciones entre ellos. Observando grafos de microcircuitos
construidos con neuronas individuales como nodos y tiempos de coactividad como
conexiones funcionales, observamos una alta recurrencia de ensambles que monopolizan
la mayoria de la actividad y las conexiones. El CtxS libera momentdneamente al circuito
de esta situacion. En pacientes, este fendmeno se observa durante la Kinesia Paradoxa,
en los que una entrada sensorial fuerte puede aliviar temporalmente los signos de la
enfermedad de Parkinson (Banou, 2015). El CtxS promueve nuevas subpoblaciones
neuronales en el circuito activo y disminuye las subpoblaciones neuronales que sostienen
el estado patoldgico, las cuales dejan de disparar. Unas neuronas reducen su actividad
mientras que otras la aumentan. Una hipétesis del trabajo para explicar como algunas
neuronas son silenciadas y otras reclutadas implicaria la accién de las interneuronas
inhibidoras del estriado conocidas por recibir un gran nimero de sinapsis corticales
(Bennett y Bolam, 1994, Gittis et al., 2010; Planert et al., 2010). Estas interneuronas se
conectan densamente con neuronas de proyeccion estriatal (SPN, Straub et al., 2016) y
son necesarias para la actividad de la red control, asi como para la alternancia de
ensambles neuronales y el comportamiento reverberante (Pérez-Ortega et al., 2016). Para
concluir, se encontré un sustrato celular que puede explicar como la estimulacion cortical
puede estar actuando para aliviar el Parkinsonismo. Este hallazgo se correlaciona con los
cambios en la plasticidad sinaptica a largo plazo encontrada en las sinapsis estriatales
deficientes en DA (Calabresi et al., 1996; Ghiglieri et al., 2012). No obstante, los efectos
del CtxS en el microcircuito deficiente en DA sélo duran pocos minutos. Después de 30
minutos, en todos los experimentos realizados (n=4) la actividad del microcircuito volvié al
estado Parkinsoniano y las subpoblaciones neuronales que estaban activas durante el

estado Parkinsoniano se activaron nuevamente.

El tratamiento més utilizado para la enfermedad de Parkinson (EP) es la L-DOPA,
gue mejora notablemente los signos motores (Mercuri y Bernardi, 2005) y las respuestas
somatosensoriales (Ketzef et al., 2017). In vitro, la L-DOPA ha demostrado ayudar en la
recuperacion del control de la plasticidad sinptica a largo plazo (Ghiglieri, et al., 2012).
De acuerdo con los datos anteriores, el resultado actual demuestra que la L-DOPA
devuelve al microcircuito striatal deficiente en DA a una baja actividad, similar al que se
encuentra en condiciones control (Plata et al., 2013a). Por lo tanto, una pregunta a

responder fue, si en presencia de L-DOPA, la actividad inducida en el microcircuito
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estriatal deficiente en DA corresponde a la actividad control con alternancia entre los
ensambles neuronales tal y como se encuentra en condiciones de control, o si por el
contrario, el circuito patolégico entra en accién. Encontramos que la estimulacién cortical
(CtxS) durante las accién de la L-DOPA induce a que se recluten nuevas subpoblaciones
de neuronas y que las que estaban activas durante la actividad patolégica se callan. En
presencia de L-DOPA, la CtxS produjo una actividad de red similar a la de los circuitos
control estimulados. Sin embargo, en contraste con la CtxS sin L-DOPA, esta Ultima
permite que los circuitos permanezcan en condiciones similares a las del control por
periodos de tiempo mas largos. La distribucion acumulada de la actividad celular no volvio
a parecerse a la del microcircuito deficiente en DA durante el periodo de registro a pesar
de que las células que participan en el estado patolégico se reactivan. Por lo tanto, no
todos los fendmenos pueden ser explicados con cambios en la participacion neuronal. En
presencia de L-DOPA, los cambios en la dinamica de la red inducida por la estimulacion
cortical, tales como la alternancia entre ensambles neuronales y ciclos cerrados de
actividad reverberante. Los ensambles neuronales que monopolizan la mayor parte de la
actividad en el microcircuito patologico se disuelven y las conexiones se hacen mas
equilibradas: la alternancia con otros ensambles permanece. Si pensamos en la
estimulacion cortical como el comando que inicia la accion, esta, en presencia de L-DOPA

fue mas parecida al microcircuito control estimulado, que al patolégico.

En conclusion, la L-DOPA vy la estimulacion cortical trabajan sinérgicamente usando
mecanismos distintos: la estimulacion cambia los ensambles neuronales mientras la L-
DOPA maodifica la plasticidad sinaptica. Por lo tanto, la pregunta es si ambos tratamientos
pueden equilibrarse de alguna manera de tal forma que se pueda reducir la dosis de L-
DOPA, si se desarrollan dispositivos de estimulacion cortical continua. Esto podria
retardar la aparicion de discinecias, el cual es el mayor problema del tratamiento con L-
DOPA.
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