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“El cerebro humano es la mas estupenda
masa de materia organizada del Universo
conocido, y su capacidad de recibir,
organizar y almacenar datos supera
ampliamente los requerimientos
ordinarios de la vida”

-Isaac Asimov
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Resumen

La privacion de dopamina (DA) en la enfermedad de Parkinson (EP) modifica el patrén
de disparo de las neuronas de la sustancia nigra pars reticulata (SNr). El disparo que antes se
presentaba quasi-regular ahora se presenta irregular y con rafagas. Estos patrones de disparo
patolégicos subyacen a los sintomas motores en los pacientes con EP y en los modelos
animales con parkinsonismo (PS). Por otro lado, el parkinsonismo inducido por farmacos (DIP
por sus siglas en inglés) representa entre el 20% y el 40% de casos clinicos de PS, lo que
representa un problema para el diagndstico diferencial, el cual no ha sido apropiadamente
estudiado usando herramientas fisioldgicas. Este padecimiento puede concurrir con discinecia
tardia y sus sintomas son frecuentemente confundidos con EP. En el presente trabajo
utilizamos una preparacion in vitro de rebanadas que contienen la SNr para observar patrones
de disparo patologicos inducidos por farmacos utilizando antagonistas selectivos de los
receptores dopaminérgicos (SCH23390 + sulpiride) para comparar estos patrones de disparo
con los observados tras la privacion cronica de DA en un modelo de animal de la EP (modelo
6-OHDA). La hipotesis principal es que el disparo de las neuronas de la SNr debe ser similar
bajo ambas condiciones, lo que conforma un prerrequisito para proponer esta preparacion
como modelo para probar otras drogas que pueden inducir DIP. El disparo de la SNr fue
analizado utilizando tres métodos complementarios, los cuales mostraron similaridades entre
la privacion de DA y el bloqueo agudo de receptores a DA. Se observé un incremento en la
irregularidad del disparo asi como la presencia de rafagas y silencios. Estas modificaciones se
acompanaron de una hiperpolarizacion del potencial de membrana y la disminucién de la
frecuencia de disparo para ambos casos. Ademas, el bloqueo de los canales de calcio tipo T
CAv3 y el de los canales catidonicos no selectivos produjo en ambas condiciones la
hiperpolarizacion del potencial de membrana y abolié el disparo patolégico. Finalmente, se
utilizd este modelo in vitro para poner a prueba las modificaciones en el disparo producidas
por el farmaco haloperidol, el cual se sabe que produce DIP, observandose que también
produce disparo patoldgico en la SNr. Dado que las modificaciones en el disparo inducidas por
el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos fueron similares a las producidas por la
privacion de DA en el modelo de la EP, las neuronas de salida de los ganglios basales deben
de estar fuertemente involucradas en la generacion del DIP, por tanto, este estudio propone
un método para probar otras drogas que inducen DIP utilizando este modelo in vitro.
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Abstract

Dopamine (DA) depletion modifies the firing pattern of neurons in the substantia nigra
pars reticulata (SNr) shifting their mostly tonic firing towards irregularity and bursting, traits of
pathological firing underlying rigidity and postural instability in Parkinson’s disease (PD)
patients and animal models of Parkinsonism (PS). Drug induced Parkinsonism (DIP)
represents about 20-40% of clinical cases of PS becoming a problem for differential diagnosis,
still not well studied with physiological tools. It may co-occur with tardive dyskinesia. Here we
use in vitro slice preparations including the SNr to observe drug induced pathological firing by
using drugs that most likely produce it: DA receptors antagonists (SCH23390 plus sulpiride), to
compare with firing patterns found in DA-depleted tissue. The hypothesis being that SNr firing
would be similar under both conditions, a prerequisite to propose a similar preparation to test
other DIP producing drugs. Firing was analyzed with three complementary metrics, showing
similarities between DA-depletion and acute DA-receptors blockade. Moreover, blockade of
either nonselective cationic channels (NSCC) or Ca,3 T-type calcium channels hyperpolarized
the membrane, abolished bursting and irregular firing, silencing SNr neurons in both
conditions. Therefore, currents generating firing in control conditions are in part responsible for
pathological firing. Haloperidol, a DIP producing drug, reproduced DA-receptors antagonists
firing modifications. Since acute DA-receptor blockade induces SNr neurons firing similar to
that found in the 6-OHDA model of PS, output basal ganglia neurons may play a role in

generating DIP. Therefore, this study opens the way to test other DIP producing drugs.
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Introduccion

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nucleos subcorticales relacionados con los
procesos motores voluntarios e involuntarios (posturales), la seleccion de acciones, algunos
procesos cognitivos y en la memoria de procedimientos (Albin et al. 1989; Grillner et al. 2005;
Yin y Knowlton 2006); se pueden ver afectados por una variedad de enfermedades
neurodegenerativas. Los GB incluyen al neoestriado (NStr) (caudado y putamen en primates,
felinos y otras especies), el segmento externo del globo palido (GPe), el segmento interno del
globo palido (GPi), la sustancia nigra pars reticulata (SNr), la sustancia nigra pars compacta
(SNc) y el nucleo subtalamico (NST). El flujo de informacion a través de los GB inicia con las
entradas sinapticas hacia el NStr, las cuales son de naturaleza excitadora y provienen
principalmente de vastas regiones de la corteza y el talamo (Kemp y Powell 1971) (Fig. 1). El
NStr es considerado el principal nucleo de entrada de los GB y se postula que su codificacion
es poblacional, involucrando secuencias temporales de actividad de ensambles neuronales
que han sido seleccionados durante el aprendizaje de procedimientos por el proceso de
plasticidad sinaptica (Carrillo-Reid et al. 2008; Angulo-Garcia et al. 2016; Bakhurin et al. 2016;
Barbera et al. 2016; Klaus et al. 2017; Pérez-Ortega y Bargas 2018). Estas secuencuas
temporales de actividad de los ensambles reflejan, a su vez, los patrones de disparo de las
neuronas individuales del NStr, los cuales varian en respuesta a sefales relacionadas con la
ejecucion de tareas motoras, codificando informacion de secuencias de acciones, inicio y final
de la tarea, expectativa de reforzador y caracteristicas kinematicas del movimiento entre otras
(Barbera et al. 2016; Cui et al. 2014; Jin y Costa 2010; Jin y Costa 2015; Kim et al. 2014;
Klaus et al. 2017; Rueda-Orozco y Robbe 2015; Schmidth et al. 2013)

Esta actividad poblacional converge y es codificada por las neuronas del GPi y la SNr,
las cuales conforman los principales nucleos de salida de los GB. El codigo de actividad de los
ensambles neuronales estriatales converge en neuronas unicas que convierten el codigo
poblacional a un codigo de frecuencia, cuyas variaciones, son el resultado del balance entre la
excitacion e inhibicion que reciben de sus entradas sinapticas aferentes (Graybiel 2005;
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Grillner et al. 2008; Kravitz et al. 2010; Aceves et al. 2011a; Freeze et al. 2013). El disparo de
las neuronas de la SNr es continuo y sus variaciones controlan la ejecucién de los programas
motores (Hikosaka 2007; Jin y Costa 2010; Schmidt et al. 2013; Barter et al. 2014)
proyectando eferentes de regreso hacia el talamo y de ahi a la corteza, asi como a los

nucleos descendentes del tallo cerebral (Fig. 1).

El modelo funcional de los GB (Albin et al. 1989; Alexander y Crutcher 1990) propone
que la comunicacion entre los principales nucleos de entrada y salida ocurre principalmente
por dos vias: 1) la via “directa”, en la cual las neuronas espinosas medianas (NEMs)
inhibidoras inervan de manera monosinaptica a los nucleos de salida, y 2) la via “indirecta” en
la que las NEMs hacen un relevo en las neuronas inhibitorias del GPe y en las excitatorias del
NST, las cuales a su vez inervan las neuronas de salida de la SNr y el GPi. De esta manera
las mismas neuronas de los nucleos pueden recibir al mismo tiempo sefnales inhibitorias de la
via directa (NStr), asi como excitatorias (NST) e inhibitorias (GPe) de la via indirecta. Segun
este modelo, la via directa promueve el movimiento a través de la desinhibicion de los blancos
de los nucleos de salida (circuitos talamo-corticales y tallo cerebral), y la via indirecta evita el
movimiento al incrementar la actividad inhibitoria de las neuronas de los nucleos de salida
sobre estos mismos blancos. Actualmente la interpretacion de este modelo ha sufrido
modificaciones pues se ha observado que para que se produzca la seleccion de acciones y el
movimiento se requiere la activacion de ambas vias de manera concurrente o balanceada (Cui
et al. 2014; Tecuapetla et al. 2014; Jin y Costa 2015; Klaus et al. 2017). La actividad de la via
directa selecciona el programa motor deseado mientras que la via indirecta inhibe programas

motores que compiten con éste (Mink 2003).
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Figura 1. Esquema de los GB. Localizacion anatomica de los nucleos de los GB vy la
conectividad entre ellos. En azul se representa la via directa y en rojo la indirecta. Modelo funcional de
los GB. Abreviaturas: NStr, neoestriado; GPe, globo palido externo, GPi, globo palido interno; NST,
nucleo subtalamico; SNr, substantia nigra pars reticulata; NPP, nucleo pedunculopontino; RLM, region

locomotora mesencefalica; CS, coliculo superior; FR, formacion reticular.

Regulacion dopaminérgica de los ganglios basales

La actividad de las neuronas de los GB se encuentra altamente regulada por la DA, la
cual modula de manera contraria la actividad de ambas vias dependiendo de la expresion de
las diferentes clases de receptores dopaminérgicos, los cuales pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteinas G y se dividen en dos grupos: la clase D1 (tipos D1y D5)
y la clase D2 (tipos D2, D3 y D4) (Beaulieu y Gainetdinov 2011). Los receptores de la familia
D1 activan a la adenilato ciclasa a través de proteinas Ggs/oif €Stimulando la formacion de AMP
ciclico (AMPc) el cual activa la PKA vy la PP1, que entre otras cosas regulan los canales de
calcio de la clase Cay1 incrementando transitoriamente la corriente de calcio y por tanto la
frecuencia de disparo (Pérez-Garci et al. 2003). Los receptores de la clase D2 tienes el efecto
opuesto, inhiben a la adenilato ciclasa a través de proteinas G4 reduciendo asi la formacion
de AMPc, y ademas activan a la PLC (fosfolipasa C) lo que resulta en una disminucion de la
actividad celular (Beaulieu y Gainetdinov 2011, Hernandez-L6pez et al. 2000). Todo lo anterior

entre otras vias de sefalizacion involucradas.

Generalmente se asume que los efectos de la DA sobre los circuitos de los GB son
principalmente mediados por su regulacion al nivel del NStr debido a que es el nucleo que
presenta la mayor inervacién dopaminérgica (Albin et al. 1989; Alexander y Crutcher 1990;
Murer et al. 2002). En el NStr, los receptores D1 se expresan en las NEMs que dan origen a
la via directa y los D2 en las que dan origen a la via indirecta. Las NEMs de la via directa e
indirecta exhiben respuestas opuestas a la DA. La activacion de los receptores D1 en las
neuronas de la via directa facilitan la transmision de la actividad cortico-estriatal, y la
activacion de los receptores D2 de la via indirecta la reducen (Gerfen et al. 1990;

Rommelfanger y Wichmann 2010; Gerfen y Surmeier 2011). Sin embargo, es importante
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sefalar que la actividad de los nucleos de relevo (GPe y NST) y de salida (SNr y GPi) también
se encuentra regulada de manera directa por aferencias dopaminérgicas provenientes de la
SNc (Cheramy et al. 1981a; Rommelfanger y Wichmann 2010; Hadipour-Niktarash et al.
2012).

Se ha observado la presencia de receptores D1 y D2 en las neuronas de los nucleos
intermedios y de salida de los GB. La activacion de los receptores D1 en las neuronas del
NST incrementan su disparo en rafagas (Baufreton et al. 2003). En la SNr, los receptores D1
presinapticos reducen el disparo neuronal debido al incremento en la liberacion de GABA de
las terminales provenientes del estriado (via estriato-nigral o directa) (Timmerman vy
Abercrombie 1996; Rosales et al. 1997; Matuszewich y Yamamoto 1999; Trevitt et al. 2002;
Kliem et al. 2007; Acosta-Garcia et al. 2009) y modifican sus patrones de disparo,
incrementando la presencia de rafagas (Kliem et al. 2010). Al mismo tiempo, la activacion
receptores D1 también puede producir excitacién de las neuronas de la SNr de manera
indirecta debido a un incremento en la liberacion de glutamato de las terminales corticales en
el NST (Rosales et al. 1997; Ibafiez-Sandoval et al. 2006).

Por otro lado, la activacion de los receptores D2 presinapticos en el NST promueven el
disparo y reducen las rafagas de rebote (Baufreton y Bevan 2008). En el GPe reducen la
liberacion de GABA de las terminales estriatales (via estriato-palidal o indirecta) (Parent y
Smith 1987; Gerfen et al. 1990; Cooper y Stanford 2001) y la liberacion de glutamato de las
terminales del NST (Ibafiez-Sandoval et al. 2006; Baufreton y Bevan 2008). En la SNr, la
activacion de los receptores D2 reduce la liberacion de GABA de las terminales provenientes
del GPe (via palido-nigral rama de la via indirecta) (Acosta-Garcia et al. 2009; Aceves et al.
2011a) o, de manera contraria, produce decremento en la frecuencia de disparo de las
neuronas de la SNr a través de la inhibicion de las terminales glutamatérgicas del NST (via

subtalamo-nigral rama de la via indirecta) (Hadipour-Niktarash et al. 2012).

Dados los efectos opuestos de la DA en ambas vias de los GB asi como sus efectos a lo
largo de sus diferentes nucleos, se ha propuesto que ademas de las acciones sobre el NStr, la
falta de dopamina en nucleos extraestriatales contribuye de manera significativa a las

anormalidades que se observan en estados Parkinsonianos (Obeso et al. 2008;
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Rommelfanger y Wichmann 2010; Fan et al. 2012; Wichmann y Smith 2013; Lourens et al.
2015). Son precisamente estas anormalidades las que no responden bien a la L-DOPA
(Aristieta et al. 2016).

La Sustancia Nigra pars reticulata

El interés de este proyecto esta en las neuronas GABAérgicas de los nucleos de salida,
en particular las de la SNr. Después del NStr, la SNr es el segundo nucleo en recibir la mayor
inervacion dopaminérgica. En condiciones normales, las neuronas de la SNr presentan un
disparo tonico regular o irregular (Richards et al. 1997; Atherton y Bevan 2005; Lee y Tepper
2007a) y en raras ocasiones un disparo en forma de rafagas espontaneas (Ibanez-Sandoval
et al. 2007; Wang et al. 2010). La actividad ténica de las neuronas de este nucleo mantiene
una inhibiciébn tonica sobre sus nucleos blanco, inhibiendo los musculos que generan
movimiento y mantienen el tono postural. Las variaciones en su disparo son de importancia ya
que estas resultan en la modulacién del movimiento. Sus aferencias siguen una organizacion
topografica que se conserva desde las aferencias provenientes de la corteza motora (Deniau
et al. 1996) y se preserva en sus proyecciones SNr-talamo-corticales encargadas de producir
movimientos dirigidos a metas (Tsumori et al. 2002; Takakusaki et al. 2003; Antal et al. 2014).

En la SNr la DA es liberada por dendritas locales de neuronas del tier ventral de la SNc
(Nieoullon et al. 1977; Cheramy et al. 1981b; Zhou et al. 2009; Hadipour-Niktarash et al. 2012)
(Fig. 2 B) y como mencionamos previamente, es capaz de modular su disparo de manera
directa e indirecta, produciendo cambios en la frecuencia y patrén de disparo de sus neuronas
(Ruffieux y Schultz 1980; Waszcak y Walters 1983; Martin y Waszczak 1996; Acosta-Garcia et
al. 2009; Zhou et al. 2009; Aceves et al. 2011a).
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otras aun no bien conocidas (FR, PPN) (Fig. 2 A). El balance entre todas estas aferencias
permite la seleccion y ejecucion de programas motores mediante la regulacion de la tasa y
patrén de disparo de las neuronas de proyeccion de la SNr (Graybiel 2005; Hikosaka 2007,
Grillner et al. 2008; Kravitz et al. 2010; Aceves et al. 2011b; Barter et al. 2014). La integracion
de sus entradas sinapticas, a su vez, modula la actividad talamo-cortical y de otros estructuras
blanco de la SNr situadas en el tallo cerebral como son el coliculo superior, el nucleo
pedunculopontino (NPP), la regiéon locomotora media (RLM) y la formacion reticular (FR)
(Redgrave et al. 1992; Bolam et al. 2000; Takakusaki et al. 2003; Edgerton y Jaeger 2014).
Estos centros echan a andar los centros generadores de pautas (CPGs), regulando el tono
muscular, las postura, asi como las respuestas motoras estereotipadas o ritmicas tales como
la marcha y la locomocién (Takakusaki et al. 2003; Grillner et al. 2008; Barter et al. 2014) (Fig.
1 B).

Cuando las neuronas de la SNr son aisladas de sus entradas sinapticas, su disparo
tonico se conserva y se vuelve mas regular por lo que se dice que presentan actividad
marcapaso o disparo autonomo (Richards et al. 1997; Atherton y Bevan 2005; Lee y Tepper
2007a). Se sabe que entre los canales requeridos para el mantenimiento de su disparo
marcapaso se encuentran los canales catidonicos TRP (transient receptor potential), los de
Na+, los canales catidnicos no selectivos (NSCC) y los de ATP sensibles a K+ (KATP)
(Atherton y Bevan 2005; Lee y Tepper 2007b; Lee et al. 2011, 2013, Lutas et al. 2014, 2016),
pero aun no se ha podido describir por completo todos los canales que participan en el
disparo autébnomo de la SNr, el cual ademas es altamente dependiente del metabolismo de la
célula (Lutas et al. 2016).

La presencia de estas corrientes catidnicas le confiere una zona con pendiente negativa
(ZCPN) a la relacién corriente-voltaje (curva IV con biestabilidad) de estas neuronas (Ibanez-
Sandoval et al. 2007; Aceves et al. 2011a; Zhou y Lee 2011). Cuando una neurona presenta la
ZCPN en su curva |V, se sabe que las entradas sinapticas pueden generar en ella potenciales
de membrana en meseta y disparo en rafagas (Izhikevich et al. 2003; Ibafez-Sandoval et al.
2007), es decir, que la actividad de la neurona presenta biestabilidad. La activacién de los
receptores NMDA en las neuronas de la SNr inducen la presencia de rafagas (lbafiez-
Sandoval et al. 2007) por la amplificacion de las propiedades de biestabilidad mediante una
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interaccién de las entradas sinapticas y las corrientes intrinsecas. Otras condiciones en las
que se ha observado el disparo en rafagas en las neuronas de la SNr son tras la pérdida de
modulacién dopaminérgica durante la EP (Hutchison et al. 2004; Alavi et al. 2013; Quiroga-
Varela et al. 2013; Mastro et al. 2017) y tras el bloqueo agudo de los receptores
dopaminérgicos tipo D1 y D2 (Aceves et al. 2011a; Maurice et al. 2015). Recientemente se ha
mostrado que algunas de las conductancias intrinsecas que contribuyen al disparo en rafagas
en las neuronas de la SNr son conductancias cationicas a través de canales de Ca® tipo T
(Ibafiez-Sandoval et al. 2007) y canales NSCC como los canales tipo TRP (Lee et al. 2013),
pero estas observaciones unicamente se han realizado con las rafagas inducidas por NMDA y

no se han estudiado en las condiciones de privacion dopaminérgica.

Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson; la pérdida de balance

entre dos vias

Durante la enfermedad de Parkinson (EP), la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas resulta en una pérdida en la liberacion de dopamina en los nucleos de los GB
(Javoy-Agid et al. 1981; Boyson et al. 1986). De manera general se ha observado un marcado
decremento en la actividad de la via directa, y de manera contraria, un incremento de la
actividad de la via indirecta (Graybiel 1996; Murer et al. 1997; Day et al. 2006; Weinberger y
Dostrovsky 2011; Parker et al. 2016) asi como modificaciones sinapticas en ambas vias de los
GB (Day et al. 2006; Belujon et al. 2010; Bellucci et al. 2016; Parker et al. 2016). Lo que
conlleva a varias modificaciones fisioldgicas en los circuitos de los GB, lo que resulta en un

desbalance entre la via directa e indirecta.

Las descripciones previas han enfatizado los cambios en las frecuencias de disparo de
las neuronas de los diferentes nucleos de los GB, especialmente en las estructuras que
pertenecen a la via indirecta. Se han observado cambios en la frecuencia de disparo en las
neuronas del GPe, NST, el GPi y la SNr (Murer et al. 1997; Tseng et al. 2001; Wang et al.
2010; Tai et al. 2011; Miguelez et al. 2012). Ademas de estos cambios, algunos de los estudios

iniciales también describieron anormalidades en los patrones de disparo en varias de las
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estructuras de los GB, las cuales consisten en el incremento de la actividad de tipo irregular,
oscilatoria, sincrénica o en rafagas a lo largo de todos los nucleos de los GB (e.g.: Tseng et al.
2001; Hutchison et al. 2004; Chen et al. 2010; Pogosyan et al. 2010; Brazhnik et al. 2012).
Estas anormalidades en el patron de disparo son muy importantes en el estudio de la EP ya
que conforman el unico un signo patognomonico que es comun a los pacientes humanos y los
modelos de la enfermedad (Avila et al. 2010; Brazhnik et al. 2012; Wilson 2013), sobre todo
en los nucleos de salida como la SNr (e.g.: Weick y Walters 1987; Murer et al. 1997; Lee et al.
2001; Maurice et al. 2003; Wang et al. 2010).

Las neuronas de la SNr asi como las del GPi reciben al mismo tiempo aferencias de la
via directa y la indirecta, la modulacion de su disparo es resultado de la convergencia de sus
aferentes (Aceves et al. 2011b; Freeze et al. 2013; Obeso et al. 2014). Ambas vias presentan
diferencias en su actividad sinapticas y los mecanismos de induccién de plasticidad (Aceves
et al. 2011a; Rueda-Orozco et al., 2009; Rommelfanger y Wichmann 2010). El balance entre
la via directa y la indirecta impacta en el patron de disparo de las neuronas de los nucleos de
salida, el cual normalmente es regular, tonico y decorrelacionado tanto entre las neuronas de
un mismo nucleo como entre los diferentes nucleos de Is GB(Fig. 2 C, 3 arriba), pero durante
la EP este disparo se vuelve sincrénico y con mayor presencia de rafagas (Lemaire et al.
2012; Miguelez et al. 2012; Alavi et al. 2013; Lobb y Jaeger 2015) (Fig. 3 abajo), resultando en
varios signos motores como rigidez y temblor (Mallet et al. 2008b; Obeso et al. 2008).
Ademas, después de la perdida crénica de dopamina se presentan modificaciones plasticas
en las sinapsis extraestriatales y junto con los que suceden en el NStr, estas modificaciones
deben estar incrementando la actividad oscilatoria y la sincronia (Smith y Villalba 2008a;
Rommelfanger y Wichmann 2010). Especialmente se observa que la sincronia y la
conectividad reciproca entre el NST y el GPe se encuentran incrementadas (Bevan et al.
2002; Mallet et al. 2008a; Fan et al. 2012), y al mismo tiempo la comunicaciéon de la via
hiperdirecta asi como la de el GPe y el NST con los nucleos de salida se encuentran
potenciadas (Smith y Villalba 2008b; Acosta-Garcia et al. 2009), lo que en suma resulta en un
oscilador acoplado sostenido entre el GPe y el NST el cual censa mas fuertemente las

oscilaciones corticales y las disemina hacia los nucleos de salida.
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En nuestro y otros laboratorios se ha demostrado que uno de los factores que favorecen
la aparicién del disparo en rafagas en la neuronas de la SNr es el desbalance entre las vias
directa e indirecta de los GB (Ibafiez-Sandoval et al. 2007; Walters et al. 2007; Aceves et al.
2011a; Lee et al. 2013). De esta manera, cualquier maniobra que disminuya la actividad de la
via directa o aumente la de la via indirecta (a través del NST) genera un patron de actividad
de tipo Parkinsoniano en la SNr. Basta bloquear agudamente los receptores dopaminérgicos
con sus antagonistas selectivos para generar actividad oscilatoria en rafagas recurrentes en la
SNr (Aceves et al. 2011a) (Fig. 3) presumiblemente a través de un efecto combinado entre la
modulacién de la eficiencia sinaptica y cambios en la excitabilidad de la membrana (Ibanez-
Sandoval et al. 2007; Aceves et al. 2011a). Estas evidencias son importantes, no solo porque
nos ayudan a entender el mecanismo de aparicion del disparo patoldgico, sino que ademas,
indican que las neuronas de la SNr pueden estar jugando un rol en los efectos colaterales del
tratamiento con neurolépticos tales como el haloperidol, el cual es un bloqueador de

receptores dopaminérgicos (Meltzer 2013).

La actividad oscilatoria o en rafagas en las neuronas de la SNr cobra especial
importancia ya que parece incrementar con la cronicidad de la EP (Sanderson et al. 1986;
MacLeod et al. 1990; Rohlfs et al. 1997b; Walters et al. 2007) y se le atribuyen muchos de los
signos motores (Hutchison et al. 2004; Alavi et al. 2013; Quiroga-Varela et al. 2013) como son
la aparicion del temblor en reposo, la bradicinesia (enlentecimiento del movimiento) y la
rigidez o catatonia (Bergman et al. 1994; Takakusaki et al. 2003; Hutchison et al. 2004;
Quiroga-Varela et al. 2013; Thompson et al. 2014; Maurice et al. 2015), debido a que la SNr
proyecta a los centros que regulan estos signos: PPN (tono muscular), MLR (locomocion y
balance), FR (musculos antigravitatorios), entre otros. Ademas, el tratamiento con L-DOPA no
reduce tan bien la actividad oscilatoria y en rafagas en la SNr lo que marca los limites a la
acciéon benéfica de la L-DOPA (Alavi et al. 2013; Aristieta et al., 2016), sefalando a la actividad
en rafagas como un signo blanco terapéutico en el tratamiento de esta enfermedad, sin

embargo, las mecanismos idnicos que sustentan estos patrones de disparo se desconocen
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.Recientemente se ha comenzado a estudiar la composicién de canales iénicos que
originan estas rafagas oscilatorias patognoménicas de la enfermedad aunque generadas con
el uso de altas concentraciones de NMDA (Lee et al. 2013). Algunas evidencias previas
argumentan la participacion de los canales TRP, Ca?*, Na“, catiénicos no selectivos y Karp
(Atherton y Bevan 2005; Ibanez-Sandoval et al. 2007; Lee y Tepper 2007b; Lee et al. 2011,
2013, Lutas et al. 2014, 2016).

Parkinsonismo inducido por farmacos (DIP)

Asi como el haloperidol, varios farmacos considerados utiles en el tratamiento de varias
patologias producen de manera colateral el llamado Parkinsonismo inducido por drogas (DIP,
por sus siglas en inglés) con signos similares a los de la EP. Entre algunos ejemplos
relevantes de estos farmacos se encuentran: neurolépticos (antipsicoticos), antagonistas de
canales de calcio, antidepresivos, anticolinérgicos, anticonvulsivos y procinéticos intestinales
(Bondon-Guitton et al. 2011; Lépez-Sendoén et al. 2013). Estas drogas pueden general el
sindrome parkinsoniano por si mismas, empeorar la EP o acelerar su aparicion (Lee et al.
2017), conformando asi la segunda causa de Parkinsonismo con el 20-40% de los casos,
llegando a niveles epidémicos, frecuentemente subestimados (Lépez-Senddn et al. 2013;
Mukilan et al. 2018). Este problema es una de las principales razones por las que es
necesario un diagnéstico diferencial cauteloso y es una de las causas por las que la
psiquiatria ha sido acusada de abuso por organizaciones de derechos humanos (ver:
http://www.cchr.mx/).

En el DIP los sintomas motores de la EP como son temblor, bradicinesia y rigidez
pueden aparecer unos pocos dias después de la administracion del farmaco o de un cambio
de dosis del mismo, en otros casos pueden pasar varios meses antes de que se presenten los
sintomas. El temblor suele presentarse bilateral y simétrico, ademas puede concurrir con
discinecia tardia (DT), el cual es un trastorno en el que se producen movimientos involuntarios
que frecuentemente se presentan en la parte inferior de la cara (Lépez-Sendodn et al. 2013).
En los casos reversibles de DIP, los sintomas desaparecen después de la retirada de los
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farmacos ya que estos pacientes, a diferencia de los que tienen EP, cuentan con integridad de

la via dopaminérgica de los ganglios basales (Meltzer 2013).

La hipdtesis principal para explicar el DIP es que este se produce por efecto del bloqueo
de los receptores dopaminérgicos, pero existen pocos ensayos fisiolégicos que permitan la
comparacion entre farmacos que producen DIP. Estudiar el efecto de neurolépticos como el
haloperidol seria un primer paso para corroborar esta hipdtesis dado que actua como
antagonista dopaminérgico (Meltzer 2013; Maurice et al. 2015). Dado que los sintomas
motores que se producen durante el DIP son similares a los de la EP, entonces, la actividad
neuronal de las neuronas de la SNr y otros nucleos de los GB también deberian presentar
patrones temporales de disparo patolégico. Al respecto, un par de estudios in vivo han
mostrado que tras la inyeccion sistémica de neurolépticos en roedores se produce un estado
cataléptico, similar al que se observa en animales parkinsonianos, y que este se asocia con el
incremento de disparo en rafagas en las SNr (Degos 2005; Maurice et al. 2015), sin embargo,
a la fecha no conocemos estudios fisiologicos in vitro que comparen claramente los efectos de

estos farmacos con los que se observan en modelos animales de la EP.

En el presente trabajo proponemos un modelo de estudio in vitro en el cual, utilizando
diferentes métodos de analisis, podemos comparar el patrén de disparo de las neuronas de la
SNr en condiciones ampliamente estudiadas como son en el animal control y los modelos
parkinsonianos tradicionales (6-OHDA), con condiciones poco estudiadas como son el
bloqueo agudo por bloqueadores dopaminérgicos (SCH-2339 + sulpiride) y por neurolépticos
como el haloperidol. Estas comparaciones son de utilidad para poder establecer las bases y
los parametros para futuros estudios los cuales se deberan enfocar en dos puntos: (I) las
posibles modificaciones en el patron de disparo tras la administracion de otros farmacos que
inducen DIP, y (ll) el nivel de recuperacién del disparo a condiciones control tras el uso de las
alternativas terapéuticas, como por ejemplo, el remplazo celular utilizando células

dopaminérgicas diferenciadas a partir de células troncales diferenciadas.
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Objetivos

Comparar las alteraciones en el patron de disparo de las neuronas de proyeccién de la
SNr, tras el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos como un modelo inicial del
parkinsonismo inducido por drogas (DIP) con la supresién de dopamina, utilizando el modelo
6-OHDA de la enfermedad de Parkinson.

Elucidar el papel de los canales de calcio tipo T y los canales catidnicos no selectivos en
el disparo patoldgico de tipo Parkinsoniano en las neuronas de proyeccion de la SNr, tras el
bloqueo agudo de la respuesta dopaminérgica, y tras la supresién cronica de dopamina.

Observar si estos mecanismos idnicos son los mismos en ambos casos.
Objetivos particulares

1.- Comparar las modificaciones en el patron de disparo de las neuronas GABAérgicas
de la SNr tras la privacion cronica de la respuesta dopaminérgica (modelo 6-OHDA) con las
observadas tras el bloqueo agudo de la respuesta dopaminérgica (administrando antagonistas
D1y D2).

2.- Explorar el efecto del bloqueo de los canales de calcio tipo T y de los canales
cationicos no selectivos en la generacion del disparo en rafagas tras el bloqueo agudo de los

receptores de las clases D1y D2.

3.- Explorar el efecto del bloqueo de los canales de calcio tipo T y de los canales
cationicos no selectivos en la generacion del disparo en rafagas en el modelo 6-OHDA.

4 .- Mostrar las modificaciones en el patrén de disparo de las neuronas GABAérgicas de
la SNr tras el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos con el farmaco haloperidol.
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Hipotesis

Las modificaciones en los patrones de disparo de las neuronas de la SNr tras la
privacion crénica de la respuesta dopaminérgica (modelo 6-OHDA) seran similares a las
observadas tras el bloqueo agudo de la respuesta dopaminérgica (administrando antagonistas
D1y D2).

Los mecanismos ionicos del disparo en rafagas en las neuronas de la SNr se
conservaran independientemente de si éstas son inducidas por el bloqueo agudo de los

receptores a DA o por la privacién cronica de DA.

El bloqueo de los canales de calcio tipo T abolira el disparo en rafagas inducido tanto por

bloqueo agudo de los receptores D1 y D2 asi como tras la lesion de la SNc con 6-OHDA.

El bloqueo de los canales catidnicos no selectivos abolira el disparo en rafagas inducido
tanto por bloqueo agudo de los receptores D1 y D2 asi como tras la lesion de la SNc con 6-
OHDA.

La adiciéon aguda de haloperidol sera capaz de producir modificaciones en el patrén de

disparo similares a las observadas en el modelo 6-OHDA en las neuronas de la SNr.
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Material y Métodos

Todos los procedimientos fueron ejecutados de acuerdo a “the National Institutes of Health
Guide for Care and Use of Laboratory Animals (8th ed.)” (National Research Council 2011), y
los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de uso y cuidado de animales de
laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autbnoma de México
(NOM-062-200-1999, Numero de protocolo de laboratorio: JBD-59-15).

Modelo 6-OHDA de parkinsonismo en roedor

Usamos ratones CD-1 (21 dias) machos y hembras los cuales se mantuvieron en cajas
grupales y en un ciclo luz oscuridad 12-12, con agua y alimentos ad libitum y temperatura
controlada de 25-28 °C. Fueron anestesiados profundamente con una mezcla de ketamina (85
mg/kg) y xilacina (15 mg/kg) para ser inmovilizados en un aparato estereotaxico. Cada raton
fue inyectado con 6-hidroxidopamina (6-OHDA 8 pg en 0.2 pyL de 0.9% NaCl, con 0.2 mg/ml
de acido ascérbico; 1 yL/min; Sigma-Aldrich Quimica, S.L. Toluca, México) en la SNc del
hemisferio derecho en las coordenadas estereotaxicas: 2.5 mm anteroposterior; 1.2 mm
mediolateral a bregma y 4.5 mm dorsoventral de la dura. La jeringa se dejo en el lugar de
inyeccion durante 10 minutos para permitir la difusién y maximizar la retencién de la solucién
en el tejido. Después del procedimiento, los ratones se mantuvieron sobre una plancha
caliente para que mantuvieran una temperatura corporal Optima durante el periodo de

recuperacion y posteriormente fueron regresados a su caja hogar.

Para evaluar la eficiencia de la lesion, los ratones fueron sometidos a una prueba de
conducta de giro 14 dias después de la cirugia, cuando las terminales dopaminérgicas en el
NStr ya deberian de haber desaparecido (Fig. 4A). Los animales se situan en rotdmetros
automatizados por 10 minutos antes de que inicie la prueba para permitirles aclimatarse. La
conducta de giro se mide contando los giros ipsi y contralaterales relativos a la lesion tras la
administracion intraperitoneal de apomorfina (0.05 mg/kg). La conducta se monitorea por 60
min y solo los animales que muestran un desbalance contralateral mayor al 80%

(contralateral/total) son utilizados para los experimentos posteriores (Ungerstedt y Arbuthnott
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Figura 4. Modelo animal de la EP. A) Los animales del grupo lesionado recibieron una
inyeccion de 6-OHDA en la substantia nigra pars compacta (SNc) y la cantidad de la lesion fue
evaluada con la prueba conductual de giro evocado por apomorfina. B) Giros cuantificados en la
prueba y el desbalance calculado (giros contralaterales: 79, SD: 51, IQR: 38-109; giros ipsilaterales:
2.9, SD: 3.7, IQR: 0-5; desbalance: 95%, SD: 7.1, IQR 93-100; n=31). C) Rebanadas parasagitales
(ver Fig. 5) obtenidas de un raton lesionado con 6-OHDA. En el lado contralateral a la lesion
(izquierda) se observa en verde la inmunoreactividad a tirosina hidroxilasa (TH+) en el neoestriado y la
SNc, mientras que el lado lesionado (derecha) se observa sin fibras ni somas TH+ en ambas
estructuras. En los insertos (abajo) se muestran la magnificacion de la regién de la sustancia nigra,
notese que las células de la sustancia nigra pars reticulata se encuentran preservadas en ambos

hemisferios (en azul los nucleos tefidos con DAPI).

En algunos animales que pasaron la prueba conductual se corroboré la perdida de las
neuronas Yy fibras dopaminérgicas en el hemisferio lesionado mediante inmunohistoquimica
contra tirosina hidroxilasa (TH) (n=4). Las rebanadas se fijaron en una solucién 4% de
paraformaldehido durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavaron con una solucion
amortiguadora de fosfato de potasio (KPBS) durante 10 minutos, por tres veces para quitar el
exceso de fijador. Después ésta se incub6é 30 minutos con albumina bovina al 1% para
bloquear los sitios inespecificos. A continuacion cada rebanada se incubdé por 24 horas con un
anticuerpo monoclonal de conejo contra tirosina hidroxilasa (anti-TH; 1:2000, Abcam, disuelto
en PBS conteniendo 0.25% de Triton-X). Las rebanadas luego se enjuagaron con PBS y se
incubaron con un anticuerpo secundario anticonejo, extraido de cabra, durante una hora y
conjugado con FITC (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Después las rebanadas fueron
montadas con medio de montaje vectashield con DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
y puestas en portaobjetos y cubiertas con cubreobjetos para ser observadas con diferentes

filtros de fluorescencia.

Posteriormente se obtuvieron imagenes con un microscopio confocal (Zeiss LSM710)
ajustando los mismos parametros para las rebanadas de cerebro ipsi y contralateral al la
lesion. Se obtuvieron imagenes de dos canales de manera separada y secuencial utilizando

un objetivo 10X (Plan-Apochromat) para generar una reconstruccion de la rebanada y con un
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objetivo 20X (Plan-Apochromat) para las imagenes magnificadas (Fig. 4C). Se observo un alto
porcentaje de desbalance motor y de pérdida de terminales y somas dopaminérgicos con lo

que corroboramos los signos del parkinsonismo en nuestras muestras (lancu et al. 2005).

Obtencion de las rebanadas de cerebro

Las rebanadas de cerebro se obtuvieron de ratones de la cepa CD-1 (42-50 dias)
provenientes del grupo control o lesionado. Tras anestesiarlos profundamente con una mezcla
de ketamina (85 mg/kg) y xilacina (15 mg/kg) se perfundieron intracardiacamente con solucién
de colina cuya composicion fue (en mM): 124 (CH3)3 N (Cl) CH2CH20H, 2.5 KCI, 1.3 MgCl2,
2.4 CaCl2, 1.2 NaH2PO4, 26 NaHCO3, y 10 glucosa (~4°C, saturada con 95% O2 y 5%
CO2), después se decapitaron. Usando como base la parte media de cada uno de los
hemisferios cerebrales, cada hemisferio se adhirié por separado, con cianocrilato a una base
de agar con inclinacién de 10° la cual se encuentra adherida al piso de una caja de Petri. Se
obtuvieron rebanadas parasagitales con un angulo anteroposterior de 10°, de 250-300 um de
espesor (Beurrier et al. 2006) usando un vibratomo (Vibratome® 1000 Classic, Warner
instruments) (Fig. 5). Una vez obtenidas, las rebanadas de cerebro se dejaron equilibrar
durante una hora a temperatura ambiente (~25°C) en una solucion con liquido cerebral
artificial cuya composicion fue (en mM): 124 NaCl, 2.5 KCI, 1.2 NaH2PO4, 26 NaHCO3, 2.4
CaCl2, 1.3 MgCl2, 10 glucosa, 0.2 acido ascoérbico y 0.2 tiourea (pH=7.4; 25-270C; 298
mOsm/L, saturada con carbogeno: 5% CO2 y 95% 0O2).
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video microscopia diferencial de interferencia infraroja usando un objetivo de inmersion 40X
Nikon Instruments, Melville, NY) y una camara CCD (Cool Snap ES2, Photometrics, Tucson
AZ, USA). Los registros fueron hechos con un amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments,
Foster City, CA) y los datos fueron adquiridos con el software de acceso libre Im-Patch©
disefiado con el ambiente LabView (National Instruments, México City, México; www.im-
patch.com). Registramos potenciales de accion extracelulares (cell attached) e intracelulares y
se obtuvieron las relaciones corriente voltaje tanto en fijacion de voltaje como en fijacion de
corriente (curvas |-V), las cuales nos permitieron corroborar que las neuronas registradas
correspondian a células GABAérgicas. Las diferencias entre éstas y las neuronas
dopaminérgicas de la SNr ya se han reportado de manera extensa en trabajos previos
(Ibafez-Sandoval et al. 2006, ver Resultados). Las curvas |-V obtenidas en fijacion de
corriente se sobreponen con las obtenidas en fijacion de voltaje (Fig. 6A), sugiriendo que el
balance del puente y la compensacién de la resistencia en serie no representaron un
problema. Para obtener los patrones temporales de disparo espontaneos, se obtuvieron

registros en la modalidad de fijacion de corriente en corriente cero (1=0) (Fig. 6B).
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Corriente en funcion del voltaje graficada para ambas configuraciones (grafica corriente-voltaje (I-V)):
los puntos negros corresponden a la fijacion de voltaje y los grises la fijacion de corriente. Note la
superposicion de las graficas |-V con ambos circuitos. Las graficas divergen cuando la region de
conductancia negativa es evidente en la modalidad de fijacion de voltaje y el disparo inicia en la
modalidad de fijacién de corriente. B) Ejemplo de la actividad de disparo espontaneo a corriente cero.

Los potenciales de accion fueron extraidos como lineas verticales para hacer las graficas tipo raster.

Farmacologia

Los farmacos fueron guardados en soluciones concentradas para ser disueltas a las
concentraciones finales en la solucion salina de perfusiéon. Los farmacos utilizados asi como
su concentracion fueron: 1uM SCH 23390 (7-chloro-8-hydroxy- 3-methyl-1-phenyl-2, 3, 4, 5-
tetrahydro-1H-3-benzazepine); 1 uyM sulpiride (£-N-1-Ethylpyrrolidin-2-ylmethyl-2-methoxy- 5-
sulfamoylbenzamide); 100 uM acido flufenamico (N-(3-[Trifluoromethyl] phenyl) anthranilic
acid); 1 uM haloperidol (4-[4-(4-Chlorophenyl)-4-hydroxy-1-piperidinyl]-1-(4-fluorophenyl)-1-
butanone) obtenidos de Sigma-Aldrich, y 50 yM NNC 55-0396 dihydrochloride, obtenido de
Tocris Bioscience (Bristol, UK).

Disefio experimental y analisis estadistico.

Las muestras de disparo neuronal espontaneo de neuronas de proyeccion de la SNr fueron
obtenidas bajo cuatro condiciones: (1) rebanadas de cerebro control de ratones sin
tratamiento, (2) bloqueo agudo de receptores dopaminérgicos (DARXx) con la presencia
continua de los antagonistas dopaminérgicos anadidos a la solucidon salina del bafo (1uM
SCH 23390 + 1 yuM sulpiride), (3) privacion cronica de dopamina tras la lesion unilateral en la
SNc de ratones con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Jaidar et al. 2010) y (4) bloqueo agudo
inespecifico de los receptores dopaminérgicos mediante la presencia continua de haloperidol
afiadido a la solucidn salina del baio (1uM haloperidol). Los antagonistas de ambos grupos de
receptores dopaminérgicos (D1 y D2) fueron usados para emular en la medida de lo posible
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Los datos electrofisioldgicos digitalizados se importaron y fueron analizados en Python
(python.org), Origin v8, Microcal (Northampton, MA, USA), y MatLab (The Mathworks Inc.
Natick, MA, USA). Se presentan las medias + la desviacién estandar (DE) y el rango
intercuartilar (RIQ). Fueron analizados con las pruebas estadisticas no paramétricas: prueba T
de Wilcoxon para las muestras pareadas y ANOVA Kruskal-Wallis con prueba post hoc de
Dunn cuando fueron comparadas las muestras de diferentes tratamientos. La significancia

estadistica se considerd cuando los valores de P fueron menores a 0.05.

Analisis de datos

Los trenes de potenciales de accion espontaneos a |=0 fueron obtenidos de los trazos de
voltaje en periodos de al menos 180 segundos y al menos 10 minutos después de establecer
los registros de célula entera, cuando el disparo se mantenia estable. Los registros de disparo
extracelular se obtuvieron de la misma duracion y en tiempos similares. Se utilizaron las
amplitudes maximas, los intervalos interespiga (IIEs), las frecuencias de disparo instantaneas,
y las tasas de disparo promedio para construir distribuciones normalizadas del intervalo entre
disparos, histogramas de frecuencia de disparo e histogramas de auto correlacion de las
muestras de los disparos. Los patrones de disparo fueron clasificados inicialmente utilizando
un método que aproxima la funciéon de auto correlacién con sumas de funciones Gausianas
para posteriormente poder aplicar los criterios de inspeccion visual del autocorrelograma

resumidos por Bingmer et al., (2011) en el siguiente cuadro:

Inspeccién visual del
Autocorrelograma

Ausencia de pico al Lag de tiempo 0, =23
picos laterales
Ausencia de pico al Lag de tiempo 0, <3
picos laterales
Pico al Lag de tiempo 0 seguido de un valle
y picos laterales
Disparo irregular Pico al Lag de tiempo 0 sin valle y picos
con rafagas laterales

Clasificacion

Disparo regular

Disparo irregular

Disparo con rafagas
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Posteriormente se implementé una cuantificacion de las rafagas presentes en los
trenes de disparo utilizando el analisis “ISIy” desarrollado por Bakkum et al. (2014). En este
analisis si t; denota el tiempo del ith (igésimo) potencial de accion, entonces el intervalo
después de N potenciales de accion es yY =ty —t;. Entonces la distribucion de
probabilidad en el intervalo del N h (enésimo) orden {y/'} fue calculada de cada tren de
disparo proveniente de cada célula y fue graficado en escala log-log. Los histogramas (log yi")
de los trenes de potenciales de accidén con rafagas casi siempre mostraban al menos dos
modos para alguna N. Siguiendo el criterio de este analisis, se implementa una definicién de
trabajo para los IIEs en rafaga como aquellos intervalos contenidos en el primer modo del
histograma multimodal (log yiN) utilizando la menor N posible que mostrara una clara
separacion entre los primeros dos modos. Como consecuencia, los IIEs que no pertenecen a
las rafagas son aquellos N h intervalos que no se encuentran ene le primer modo del
histograma. Estos intervalos pueden incluir disparo regular e irregular conteniendo largos IIEs.
Para las distribuciones de IIEs de N h orden, identificamos el intervalo de tiempo 7 en el cual
se encuentran los minimos locales entre los dos primeros modos. Este 7y se utiliza como el
umbral para separar los grupos de IIE (intervalo interespiga) de orden N (lIEy). De esta
manera, cuando y" < 1y, entonces las espigas {i,...,i + N} se consideran dentro de una
rafaga. Finalmente se calcula el porcentaje de disparos identificados como disparos en rafaga
en relacién al numero total de disparo en cada tren, y las medianas de la frecuencia de los
intervalos dentro de las rafagas, de los intervalos entre las rafagas y de la cantidad de
disparos por rafaga (ver Fig. 12).

En la mayoria de las neuronas control de la SNr el disparo es tonico y altamente regular
con pequenas fluctuaciones en la tasa de disparo. En este caso, usualmente el umbral
T, define incrementos breves de frecuencia como rafagas intercaladas dentro del tren de
disparos. Adicionalmente, nosotros implementamos una modificacién al analisis IIEy para
poder identificar los periodos de silencio en el tren de espigas. Es posible usar N =1 para
definir el umbral que separa los II[Es mas largos y detectarlos como silencios en el tren de
disparos. De esta manera, si y; > 1, entonces un silencio ocurren entre las espigas t;_, v t;.
Los periodos de silencio se reportaron como la proporcion de tiempo total de silencios entre el

tiempo total del registro. En algunos casos podria suceder que el histograma de distribucion
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IIE no mostrara de manera clara los multiples modos, en estos casos es posible encontrar el
umbral utilizando aproximaciones geométricas. Vale la pena destacar que el objetivo principal
de utilizar este analisis es el de determinar cuales trenes de potenciales de accidén presentan
una mayor cantidad de IIEs interpretados como rafagas (dado por 7, para cada distribucion
lIEn) sin usar ningun supuesto o definicidn previas, a diferencia de otros métodos (e.g., Lobb y
Jaeger, 2015), y comparar el control con los registros durante el bloqueo de receptores

dopaminérgicos y durante la privacién crénica de dopamina.

Se obtuvieron las funciones de distribucion acumulada (FDA) tanto de los porcentajes
de rafagas como de los periodos de silencio. Se graficaron de manera conjunta las medianas
grupales + la desviacidon absoluta de la mediana (MAD) de las FDA de cada grupo en los
cuales se incluian los trenes de disparo con las diferentes modalidades de disparo (con y sin

rafagas).

Finalmente se implementd el analisis de “graficas de visibilidad paramétrica” (PNVG)
(Snarskii and Bezsudnov 2016) a secuencias de IIEs obtenidos de trenes de disparo de
diferente duracion. Primero, las secuencias temporales de los IIE fueron normalizadas por su
desviacién estandar, asegurando que su varianza equivaliera a 1. Entonces, los IIEs
normalizados fueron mapeados en graficas de visibilidad en lo que los nodos representan a
los IIEs y las conexiones entre los nodos representa lineas de visibilidad entre cada |IE dado y
todos los IIE subsecuentes visibles adelante en el tiempo usando angulos de visibilidad
particulares a (ver Fig. 13). Las series temporales de llEs {(n, y,)} para cada tren de
potenciales de accién fueron mapeadas en una grafica en la que dos nodos (n,y,) y (n+
m, Yn+m) CON m = 1, estaban conectadas con cada uno de los otros nodos (n + k, y,,4+,) CON

0 < k < m entre ellos

Yn+m — Yn > Yn+k—Yn
m k ]

de esta manera, si existe “visibilidad” entre los nodos (n,y,) Yy (n + m, y,.m). El angulo de

visibilidad entre dos IIEs, en grados respecto a la linea horizontal, esta dada por
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. 180 Yn+m — Vn
Ann+m = Ta (—)

m
lo que significa que el angulo de visibilidad puede variar de -90° (visibilidad completa) a 90°
(sin visibilidad). La visibilidad puede ser condicionada al restringir la visibilidad con respecto al
angulo maximo de visibilidad a. En consecuencia, es posible construir una grafica para cada
a. Cuando la gréfica de la red de nodos con el maximo numero de conexiones para cada serie
temporal es construida con el angulo de 90° entonces tenemos la “grafica de visibilidad
natural” (Lacasa et al. 2008). Al decremetar de manera gradual el angulo de visibilidad se
modifican las propiedades de la red, como es la cantidad de fragmentos conectados. Los
angulos decrementaron de 90° a -90°. Cuando la grafica esta totalmente conectada a 90° se
considera un solo fragmento. Mientras los angulos de visibilidad decrementan, la PNVG se
rompe en fragmentos Q.1(a), representados como el numero de componentes conectados en
la grafica entre numero total de nodos (Bezsudnov y Snarskii 2014). Finalmente, para cada
serie temporal medimos el promedio de Q.¢(a) de entre 1 y 10 muestras con 80 IIEs continuos,
y calculamos las areas bajo la curva y los anchos medios de las curvas promedio de Q.
1(a)(—90° < @ < 90°). Las areas bajo la curva asi como los anchos promedio de las muestras
de las diferentes condiciones fueron datos que se utilizaron para poder cuantificar diferencias
entre los patrones temporales contenidos en las secuencias de tiempo de los trenes de

disparo.
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Resultados

Actividad espontanea de las neuronas de la SNr en condiciones control,
durante el bloqueo agudo de receptores dopaminérgicos y tras la privacion de

dopamina por lesion con 6-OHDA

Al adquirir las relaciones corriente-voltaje de las neuronas GABAérgicas de la SNr se
observaron las caracteristicas electrofisiolégicas previamente reportadas que permiten su
identificacion. En la modalidad de fijacion de voltaje se observan pequefias corrientes
entrantes de activacion lenta en la modalidad de fijacion de voltaje (Fig. 6 A1) las cuales
corresponden a “sags” moderados durante hiperpolarizaciones en fijacion de corriente (Fig.
6A2)(Ibafiez-Sandoval et al. 2006; Lee y Tepper 2007a). Ademas, estas neuronas presentan
potenciales de accion rapidos (=1 ms) y disparo a altas frecuencias durante las
despolarizaciones (Tabla 1, Fig. 6) los cuales se presentan con poca o ninguna adaptacion
tanto en frecuencia como en amplitud de la espiga. Frecuentemente, las neuronas de la SNr
muestran una region de conductancia con pendiente negativa que aparece por arriba de los -
60 mV en la grafica de la curva |-V en fijacidon de voltaje (Fig. 6 A4) (Atherton y Bevan 2005;
Ibafiez-Sandoval et al. 2007; Lutas et al. 2016).

Una de las caracteristicas neurofisioldogicas de estas neuronas es su disparo tonico
(10-15 Hz para registros in vitro) y sus espigas de corta duracion (~1 ms), lo que las distingue
de las dopaminérgicas, las cuales poseen un disparo sostenido de baja frecuencia (1-4 Hz)
asi como espigas de mayor duracion (~2.5 ms). En nuestros registros a corriente cero
encontramos que la mayoria de las neuronas (~50%) en condicion control presentaron disparo
espontaneo altamente regular, ténico, y sélo en algunos casos mostraron disparo irregular o
en rafagas (Figs. 8B, 8A panel 1) (Ibafez-Sandoval et al. 2007; Lee y Tepper 2007a).
Previamente s6lo se habian reportado los porcentajes de neuronas activas de manera regular
en comparacién con otros patrones de disparo con registros de tipo extracelular en cerebro de
ratas in vivo en los que se encontraron resultados similares (Murer et al. 1997; Wang et al.
2010).
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La duracion de los potenciales de accion a la amplitud media (1.1 ms, SD 0.33, IQR
0.84-1.3, n= 30) y el umbral de disparo definido como el punto de inflexién durante la subida
del potencial de accion (-46 mV, SD 4.7, IQR -50, -43, n= 30) coincidid con las caracteristicas
para las neuronas GABAérgicas de la SNr y fueron similares entre todas las muestras
estudiadas (Tabla 1). Los valores promedio del potencial de membrana entre el umbral y el
pico de post hiperpolarizacion (Fig. 8D), las resistencias de entrada (Ry) (Ibafiez-Sandoval et
al. 2006; Lee y Tepper 2007a), las constantes de tiempo de la membrana (1) y capacitancia
neuronal Cy (Tm/Rn) fueron similares a las reportadas por estudios previos considerando la
edad y la especie de los animales (ver Tabla 1)(Richards et al. 1997; Atherton y Bevan 2005;
Ibafez-Sandoval et al. 2007; Lee and Tepper 2007a, 2007b).

Tras la administracion aguda de los antagonistas de los receptores dopaminérgicos D1
y D2 (1 yM SCH23390 + 1 uM sulpiride) en la solucién del bafio (grupo DARX) se observo una
significativa hiperpolarizacion del potencial de membrana con respecto al control como se
puede observar en los trazos de voltaje en la Fig. 8 A, en los que la linea punteada sirve
como referencia (Figs. 8B panel 1; cf., Fig. 8A, Tabla 1). De la misma manera, en las neuronas
del grupo lesionado (grupo 6-OHDA) se observé el mismo fendmeno (Fig. 8C, Tabla 1). Se
construyeron histogramas de frecuencia de disparo promedio en los que se observa que la
hiperpolarizacion del potencial de membrana en las neuronas de los grupos DARx y 6-OHDA
se encuentra aparentemente acompafnada de la presencia de rafagas, periodos de silencio y

en ocasiones disparo irregular.
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Figura 8. Cambios representativos en el disparo espontaneo de las neuronas de la substantia
nigra pars reticulata (SNr) durante el bloqueo de los receptores dopaminérgicos o la privacién de
dopamina. Registros del disparo espontaneo en fijacion de corriente a corriente cero (A1-C1), grafica
raster con las espigas detectadas (A2-C2) e histogramas de la frecuencia de disparo instantanea (A3-
C3). A) En el grupo control se observa disparo regular de espiga unica con una tasa de disparo casi
constante. Linea punteada= -60 mV. B) Tras la adicién de los antagonistas D1 y D2 (1 um SCH23390 +
1 um sulpiride) se induce una hiperpolarizacion del potencial de membrana (ver linea punteada) y el
disparo se vuelve irregular con rafagas aparentes y pausas. C) El registro representativo del grupo
lesionado con 6-OHDA también muestra hiperpolarizacién del potencial de membrana acompanado
por disparo irregular con rafagas aparentes. D) Durante el bloqueo de los receptores dopaminérgicos y
tras la lesion con 6-OHDA el potencial de membrana se encuentra significativamente mas
hiperpolarizado que los controles (**P < 0.01; ***P < 0.001). E) La frecuencia de disparo promedio
obtenida en registros de una duracion de al menos 180 s y tras al menos 10 min después de
establecer la configuracion de célula completa fue comparada entre los 3 grupos. Se observa una
notable reduccién de la frecuencia de disparo para los grupos experimentales comparados contra el
control (*P < 0.05).

Las frecuencias de disparo instantaneas promedio registradas a corriente cero para el
grupo control fueron de 9.5 Hz (SD 3.6, IQR 6.4-12; n = 13), esta frecuencia promedio
coincide con los reportes previos de registros in vitro (Richards et al. 1997; Lee y Tepper
2007b; Zhou et al. 2008; Lee et al. 2011). Las cuales son menores a las que se registran in
vivo (25-30 Hz) debido a que se registran a menor temperatura (temperatura ambiente
alrededor de 25°C-30°C). Para las muestras de los grupos experimentales se registré una
disminucién significativa de las frecuencias de disparo espontaneas comparadas con el grupo
control (Kruskal-Wallis, P < 0.0001; con pruebas post hoc de Dunn; Fig. 8E), bajando a 2.8 Hz
(SD 1.6, IQR 1.4-4.1, n = 16; P < 0.0001) para el grupo DARx y de manera similar a 2.3 Hz
para el grupo 6-OHDA (SD 1.8, IQR 0-3.5, n = 13; P < 0.0001). Estos registros se obtuvieron
aproximadamente 10 minutos después de establecer la configuracion de célula completa y los
periodos de tiempo que se utilizaron para el analisis fueron similares entre los grupos,

considerandose unicamente los registros con una duracion mayor de 180 s.
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Para comprobar que las frecuencias y patrones de disparo no sean resultado de el
lavado del medio intracelular, se realizaron registros en la modalidad “cell-attached” para los
tres diferentes grupos, replicandose los mismos resultados (no se muestra figura), las
frecuencias espontaneas promedio en los registros control (15 Hz, SD 4.8, IQR 11-20, n= 8)
fueron significativamente mayores que las de las muestras experimentales (DARx = 7.3 Hz,
SD 4.7, IQR 3.7-11, n= 13; 6-OHDA = 7.7 Hz, SD 4.7, IQR 4.5-12, n = 14; P=0.0219y P =
0.0377, respectivamente; Kruskal-Wallis, P = 0.0158; con pruebas post hoc de Dunn).
Adicionalmente, en una sub-muestra de neuronas afadimos los antagonistas de los
receptores D1 y D2 después de registrar sus condiciones control (grupo control vs. DARX) y
observamos que efectivamente se presenta una hiperpolarizacion del potencial de membrana
en respuesta al bloqueo de los receptores dopaminérgicos, cambiando de -52 mV (SD 4.4,
IQR -56 a -49) en control a -60 mV (SD 2.6, IQR -63, -59, n = 6; P = 0.0156; prueba T de
Wilcoxon; Figs. 9A-B) y nuevamente se observd que estos valores mas negativos en el
potencial de membrana neuronal se acompanan de un decremento en la frecuencia de
disparo de 8.7 Hz (SD 4.7, IQR 5.1-13) a 3.1 Hz (SD 1.5, IQR 2-4.6, n = 6; P = 0.0313;
prueba T de Wilcoxon T; Fig. 9C). Los patrones de disparo también se vieron modificados,
apreciandose nuevamente la aparicién de rafagas aparentes, las cuales fueron analizadas y

se reportan en las siguientes secciones de resultados.
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Gracias a que realizamos estos experimentos con la técnica de patch-clamp en la
modalidad de célula completa, en este trabajo estamos mostrando por primera vez el efecto
que tiene el bloquear los receptores dopaminérgicos sobre el potencial de membrana
neuronal, el cual puede ser el responsable de los efectos, y ademas nos permite sugerir que
estas modificaciones pueden ser las responsables de los cambios en las frecuencias y los
patrones de disparo en estas neuronas, los cuales son cambios reportados en el disparo de la
SNr durante el parkinsonismo (e.g.: Weick y Walters 1987; Murer et al. 1997; Lee et al. 2001;
Maurice et al. 2003; Wang et al. 2010). Con respecto al efecto que podria tener que los
registros se realizaron a temperatura ambiente, se ha observado que estas neuronas exhiben
cambios en su metabolismo dependientes de la temperatura, lo que se refleja, como
mencionamos previamente, en menores tasas de disparo pero no se ha observado que la
temperatura tenga algun efecto tanto en el potencial de membrana como en los patrones de
disparo (Lutas et al. 2016), los cuales se mantienen altamente regulares para la condicion

control como se ha descrito previamente.

Las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas del grupo control, el DARx y el
lesionado con 6-OHDA también fueron comparadas. De manera interesante, no encontramos
diferencias en las resistencias de entrada neuronal ni en la capacitancia, unicamente la
constante de tiempo de la membrana en el grupo lesionado se observd ligeramente mas
rapida (Tabla 1) sugiriendo que las diferencias en los patrones y frecuencia de disparo no
pueden ser atribuidos a cambios en las propiedades pasivas de las neuronas. La inspeccion
inicial realizada hasta este momento sugiere que en ambos grupos experimentales, la falta de
activacion de los receptores dopaminérgicos en las neuronas de la SNr ya sea como resultado
del bloqueo de los mismos o por la lesion de las neuronas de la SNc, inducen cambios
similares en los valores del potencial de membrana y en el patrén de disparo. Sin embargo, a

continuacion se realizé un analisis mas detallado.
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SCH23390 +

control (n=9) sulpiride (n = 9) 6-OHDA (n =9)
. -61 (3.3, -63 -60)***  -59 (5.2, -63 -56)**
(Pn‘:\t,e)“c'a' demembrana g4 (43,53 -51) (n=12) (n = 16)
(p = 0.0001) (n=17) (p =0.0004 vs. (p =0.0037 vs.
p=5 control) control)

Resistencia de entrada
(Rn, MQ)

Constante de tiempo de
la membrana (T,, ms);
(p = 0.0341)

Capacitancia de la
membrana (Cy, pF)

Umbral del potencial de
accion (mV)
Amplitud media del

potencial de accion
(ms)

415 (153, 302-531)

52 (18, 45-60)

91 (43, 54-118)

-45 (2.7, -48 -43)

0.9 (0.32, 0.61-1.1)

417 (144, 297-534)

41 (14, 27-57)

105 (40, 79-131)

-48 (4.3, -52 -44)

1.2 (0.38, 0.83-1.5)

501 (182, 347-698)

32 (12, 22-41)*
(p =0.0284 vs.
control)

67 (27, 45-90)

-46 (6.2, -50 -42)

1.1 (0.21, 0.97-1.3)

Tabla 1. Comparacion de las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas de la substantia

nigra pars reticulata bajo el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos o tras la privacion cronica

de dopamina. Los datos se presentan como la media (desviacion estandar y rango interquartilar)

Kruskal-Wallis ANOVA (col. 1) con prueba post hoc de Dunn con respecto al control. La n de los datos

corresponde a la indicada en la fila de titilo a excepcidn de la primer colimna, en la cual se indica la n

especifica para los datos de potencial de membrana (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
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Modificaciones en el patron de disparo tras el bloqueo agudo de

receptores dopaminérgicos o tras la privacion de dopamina

Para comparar de manera mas precisa los cambios en el patrén de disparo utilizamos una
serie de analisis complementarios (Figs. 10-13). 1) Los registros a corriente cero en fijacion de
corriente (panel 1 en Figs. 10 A-C) continuamente mostraban disparo de espigas aisladas en
el control, y rafagas con pausas asi como disparo irregular en los grupos experimentales. 2)
Los intervalos inter espigas (lIEs) en funcion del intervalo previo en animales control se
encuentran agrupados alrededor de una misma duracion, difiiendo de los obtenidos de las
muestras DARXx y 6-OHDA en los que los histogramas de los IIEs se observan asimétricos,
confirmando la aparicién de disparo irregular (cf., panel 2 en Fig. 10 A-C). 3) Mientras que los
histogramas de autocorrelacion en el grupo control muestra picos periddicos siguiendo la
funcién de autocorrelacion, los de los grupos experimentales no muestran una periodicidad
clara (cf., panel 3 in Fig. 10 A-C). Los ajustes de las funciones de autocorrelacion cumplieron
con los criterios de inspeccion visual para disparo en rafagas y disparo irregular (ver Tabla 1
en métodos; Bingmer et al. 2011). Estos datos son similares a los hallados tras la privacion
cronica de dopamina en modelos de parkinsonismo in vivo (MacLeod et al. 1990; Rohlfs et al.
1997b; Lobb y Jaeger 2015). 4) Finalmente, el histograma de los IIEs control es altamente
simétrico (asimetria = 2.0, SD 2.1, IQR 0.66-2.1, n = 9) comparado con el de los grupos DARXx
(6.3, SD 2.1, IQR 4.8-8.3, n = 11; P= 0.0041 vs. control) y 6-OHDA (7, SD 5.8, IQR 2.6-11, n =
10; P= 0.0216 vs. control), los cuales presentan colas largas en su distribucion, revelando un
incremento en la ocurrencia de IIEs cortos intercalados con I[IEs mas prolongados (panel 4 in
Fig. 10 A-C; Kruskal-Wallis, P = 0.003; prueba post hoc de Dunn).

El coeficiente de variacion (CV= SD/media) de los |IEs revel6 otras importantes
diferencias, observandose valores significativamente altos en ambos grupos experimentales
(DARx: 1.8, SD 0.53, IQR 1.4-2.3, n = 11; 6-OHDA: 1.5, SD 0.74, IQR 1-1.9, n = 10; Fig. 10D)
con respecto al control (0.51, SD 0.56, IQR 0.18-0.73, n = 9, Kruskal-Wallis, P = 0.0018; post-
hoc Dunn, P = 0.0017 para DARXx vs. control, y P = 0.0284 para 6-OHDA vs. control). En la
submuestra control-DARx también observamos incrementos del CV de 0.59 (SD 0.67, IQR
0.17-1) a 2.2 (SD 0.29, IQR 2.0-2.4, n = 6; P = 0.0292; prueba T de Wilcoxon; Fig. 9D). Los
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Figura 10. Los patrones temporales de disparo de las neuronas de la SNr se vuelven
irregulares y con rafagas durante el bloqueo de receptores dopaminérgicos y la privacién de dopamina.
A1-C1) Ejemplos de los registros en fijacion de corriente a corriente cero. A2-C2) Gréfica de los
intervalos interespiga (IIE) en funcién de intervalos los previos. A3-C3) Autocorrelogramas del disparo
neuronal con un ajuste que aproxima la funcidon de autocorrelacion usando sumas de funciones
Gaussianas. A4-C4) Histogramas de los intervalos interespiga. A) En control se muestra una célula con
disparo espontaneo regular (A1), la distribucion de sus IEE con respecto a los intervalos previos
presenta un solo agrupamiento (A2), su autocorrelograma se ajusta a una funcion altamente periddica
(A3) y su histograma de IIEs presenta una distribucion que se acerca a una funcién Gaussiana. B y C)
En contraste, en los grupos experimentales se muestran registros con irregularidades y rafagas (B1 y
C1), sus distribuciones de IIEs con respecto a los previos se observan dispersas (B2 y C2), el ajuste
de sus autocorrelogramas muestran la perdida de el periodo observado en control mostrando rafagas e
irregularidad (B3: disparo en rafagas, C3: disparo irregular con rafagas). La distribucion de los
histogramas de IIEs se observa oblicua y con cola larga revelando la presencia de |IEs cortos y largos
en el mismo tren de disparo. D) Los coeficientes de variacion de los IlEs de las muestras con
bloqueadores dopaminérgicos D1 y D2 y las del grupo lesionado con 6-OHDA presentan diferencias

significativas comparadas con el control (*P < 0.005; **P < 0.01).

La distribucién de las parametros de los trenes de espigas sugieren la existencia de
una variabilidad en el disparo de las neuronas de la SNr en control (Gonzalez-Hernandez y
Rodriguez 2000; Lee y Tepper 2007a) que no habia sido enfatizada lo suficiente por los
trabajos previos. Estas neuronas poseen la capacidad intrinseca de presentar disparo en
rafagas, como habia sido descrito previamente con registros de célula completa (Ibanez-
Sandoval et al. 2007; Lee et al. 2013) y en registros extracelulares (Wang et al. 2010). Por
tanto, los resultados mostrados aqui son la base para poder realizar futuras comparaciones
con los patrones de disparo que se registren en animales con lesiones que presenten mayor
nivel de cronicidad, o en diferentes modelos de DIP producidos con otras drogas. En la figura
11 A-C se muestra 9 neuronas elegidas por cada muestra para ilustrar la variedad de patrones
de disparo en las neuronas de la SNr. Usando los criterios de inspeccion visual del
autocorrelograma (resumidos por Bingmer et al. 2011, ver métodos; Figs. 10 A-C panel 3),

cuantificamos las proporciones de neuronas con patron regular, irregular, rafaga e irregular
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Figura 11. Graficas tipo raster de los trenes de disparo de células escogidas en condiciones
control y patolégicas para mostrar la diversidad en los patrones temporales de disparo. Se muestran
las graficas tipo raster de 9 diferentes neuronas registradas por condicion (arriba). Las graficas de
pastel muestran el porcentaje de neuronas con cada patrén de disparo identificado por la inspeccion
visual de los autocorrelogramas (ver métodos y Bingmer et al., 2011; control n=17, SCH23390 +
sulpiride n=15, 6-OHDA n=16). Note que los diferentes patrones de disparo se observan en las
diferentes muestras, pero el disparo regular se observa unicamente en la condicién control y el disparo

silente es exclusivo del grupo lesionado con 6-OHDA.

Analisis de las rafagas de potenciales de accion

Las definiciones de que es un rafaga y los métodos para su deteccion y analisis han estado en
constante discusion (Robin et al. 2009; Bingmer et al. 2011; Ko et al. 2012; Bakkum et al.
2014), varios de estos métodos se basan en multiples supuestos definidos por el investigador
como por ejemplo determinar de manera subjetiva una frecuencia minima del disparo en
rafaga para la deteccion del mismo. Para poder cuantificar y comparar las rafagas entre los
grupos decidimos utilizar el método con la menor cantidad de supuestos: el detector de
rafagas desarrollado por Bakkum et al. (2014). En las figuras 12 A-C se muestran histogramas
de probabilidad de las distribuciones de los IIEs en porcentaje para cada condicién y en
escala log-log. Los minimos locales en el valle entre los primeros dos modos de la distribucion
definidos como Ty (linea punteada) se utilizaron como el umbral de deteccion de las rafagas
(ver Materiales y Métodos). Los |IEs que se encuentran por debajo del umbral (< T\) son
considerados como |IEs que pertenecen a una rafaga. En el centro de la Figura 12 se pueden
observar graficas tipo raster de trenes de disparo significativos en los que se muestra el
mismo tren arriba y abajo antes y después de la deteccion de rafagas (en rojo). Cabe sefialar
que con este método se detectd una pequena cantidad de rafagas en los trenes de disparo de
los registros control, los cuales corresponden a pequefios incrementos en las frecuencias de
disparo. Al respecto, la presencia de rafagas en los registros en animales control ha sido un
dato controversial que no ha sido discutido ampliamente en estudios anteriores, pero dado
que no es de interés particular para la pregunta de investigacion, nos referiremos

principalmente a las diferencias con los grupos experimentales.
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disparo regular o irregular y pausas. A-C, derecha: Gréficas raster de trenes representativos que se
muestran en negro antes del analisis (arriba) y tras el analisis se muestran los disparos detectados en
rafaga con color rojo y los demas disparos en gris (abajo). D) El porcentaje de disparo en rafagas
detectado en los trenes de disparo de las muestras en relacién al total numero de disparo para cada
tren muestra incrementos significativos para los grupos experimentales (**P < 0.01; ***P < 0.001). E)
Gréficas de las funciones de distribucién acumulada (FDA) del disparo en rafagas (E1) y de los
periodos silentes (E2) sobre el tiempo total del registro en las 3 condiciones diferentes. Las lineas
muestran la mediana y las sombras muestran la desviacione absoluta de la mediana. F) Se muestra
correlacion positiva entre el porcentaje de rafagas y los periodos silentes, cada punto representa una

neurona de cada condicion.

Este método cuantitativo demostroé que el porcentaje de rafagas presente en el disparo
de los grupos DARx y 6-OHDA fue significativamente mayor que en el control (Tabla 2; Fig.
12D, 12E panel 1). Asi mismo, la proporcion de periodos silentes en los registros control fue
menor que en los grupos experimentales (Tabla 2; Fig. 12E panel 2). Ademas, se observd que
entre los grupos DARx y 6-OHDA no hay diferencias significativas tanto en los periodos
silentes como en el porcentaje de rafagas (Fig. 12E panel 2).

Se hizo un analisis de correlacién entre el porcentaje de rafagas (con relacién a el
numero total de disparos) en cada tren de disparo con la proporcidén de periodos silentes (con
relacion al tiempo total del registro) y se encontré que la correlacion fue positiva (Fig. 12F;
Spearman rango r (29) = 0.87; P < 0.0001) mostrando que a mayor cantidad de rafagas se
encuentra mayor cantidad de periodos silentes en las neuronas de la SNr. Los registros
pareados en el subgrupo control vs. DARx también mostraron un incremento en el porcentaje
de rafagas de 13% (SD 13, IQR 1.1-23) a 64% (SD 21, IQR 45-84) tras la aplicacion aguda de
los antagonistas dopaminérgicos (n = 6; P = 0.0156; prueba T de Wilcoxon; Fig. 9E).

El mismo analisis fue realizado en los registros extracelulares obtenidos en la
modalidad de “cell attached” bajo las mismas 3 condiciones, confirmando el incremento de
disparo en rafagas en las células de los grupos DARx y 6-OHDA (DARXx: 56%, SD 33, IQR 27-
85, n = 13; 6-OHDA: 52%, SD 25, IQR 37-73, n = 14) comparadas con el control (0.76%, SD
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0.82, IQR 0.18-1.4 ; n = 6; Kruskal-Wallis, P = 0.0011; post hoc Dunn: P = 0.0014 para DARx
vs. control, y P = 0.003 para 6-OHDA vs. control; no se muestra). Estos resultados
demuestran que en ambos casos: tras la privacion de dopamina en el modelo de 6-OHDA y
tras el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos se presenta mayor disparo en
rafagas y que con este método de analisis es dificil discernir diferencias entre ambos grupos.
Las diferencias entre el control y los grupos experimentales denotan que la capacidad de
codificacion de las neuronas de la SNr se encuentra severamente afectada por la ausencia de
la sefalizacion dopaminérgica aun cuando los receptores dopaminérgicos sean bloqueados
de manera aguda. Concluimos que es suficiente bloquear los receptores a DA para inducir
disparo similar al patolégico que se observa en el parkinsonismo. Esta actividad patoldgica
debe estarse produciendo también, de manera aguda o crénica, con la variedad de farmacos
que se piensa que estan actuando de manera directa o indirecta como bloqueadores de

receptores dopaminérgicos, siendo éste su principal mecanismo para producir DIP (Lee et al.

2017; Mukilan et al. 2018).

control (n=9)

SCH23390 + sulpiride
(n=11)

6-OHDA (n = 8)

% de rafagas
(p = 0.0001)

Proporcion de
periodos silentes
sobre el tiempo total
del registro

(p= 0.0004)
Duracion de las
rafagas (s)

(p= 0.1493)
Frecuencia de
disparo intrarafaga
(Hz) (p= 0.0407)
Numero de espigas
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(p= 0.5055)
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(s) (p=0.0031)

8.7 (8.6, 1.5-18)

0.034 (0.054, 0-0.89)

0.34 (0.49, 0.6-0.1)

23 (15, 6.1-6)

4.3 (3.2, 2-6.6)

12 (23, 1.8-7.8)

61 (17, 48-80)***
(p = 0.0002 vs. control)

0.29 (0.11, 0.17-0.36)***
(p =0.0007 vs. control)

0.52 (0.28, 0.33-0.75)
(p = 0.1697 vs. control)

6.4 (3.3, 4.0-9.7)
(p = 0.035 vs. control)

4.5 (1.6, 3.1-5.9)
(p =0.7979 vs. control)

8.0 (2.5, 6.8-10)
(p = 0.1625 vs. control)

50 (21, 31-67)*
(p = 0.0048 vs. control;
p > 0.99 vs. DARX)

0.28 (0.2, 0.07-0.46)**
(p = 0.0061 vs. control;
p > 0.99 vs. DARX)

0.47(0.36, 0.16-0.77)
(p = 0.5601 vs. control;
p > 0.99 vs. DARX)

7.7 (4.3, 5.1-7.5)

(p = 0.4135 vs control;
p > 0.99 vs. DARX)
4.3(1.5, 3.1-5.3)

(p > 0.99 vs. control;

p > 0.99 vs. DARX)

2.7 (0.95, 2-3.5)""

(p = 0.46 vs. control;

p = 0.0024 vs. DARKX)
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Tabla 2. Caracteristicas del disparo en rafagas de las neuronas de la SNr. Los datos se
presentan en medias (desviacion estandar, rango intercuartil) (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs.
control; ++ p< 0.01 6-OHDA vs. DARX). Prueba ANOVA Kruskal-Wallis con post hoc Dunn.

Graficas de visibilidad paramétrica (PNVGs)

Dado que no se encontraron diferencias claras entre los grupos DARx y 6-OHDA con el
analisis de deteccidn de rafagas, buscamos el uso de otros algoritmos para poder revelar las
diferencias mas sutiles entre ambos. Utilizamos el método de graficas de visibilidad
paramétrica (PNVGs por sus siglas en inglés; Fig. 13; ver métodos; Bezsudnov y Snarskii
2014) con el objetivo de comparar de manera mas precisa las capacidades de codificacion de
las neuronas de la SNr. Para esto, los trenes de potenciales de accidon fueron transformados
en series de tiempo los cuales posteriormente fueron mapeados en graficas espaciales, cuyos
nodos representaron cada uno de los |IEs y las uniones representan “lineas de visibilidad”

entre un |IE dado y los lIEs que ocurren delante de él en el tiempo (Fig. 13A).

Las series de tiempo de los IIEs conectados pueden ser pensadas en términos de
representaciones espaciales. Para cada grupo comparamos muestras de 80 |IEs tomados de
los trenes de disparos sin importar la duracién del tren. Para cada secuencia de lIEs
construimos promedios de PNVGs cuyos angulos de visibilidad variaron de -90° a 90° y se
construyé una curva de la proporcion de fragmentos de grafica conectados en funcion del
angulo de visibilidad, Q.s(a) (Figs. 13B-D). Cuando todos los IIEs fueron de un tamafo similar
(disparo regular), el valor maximo tedrico de Q.s(a) = 0.5, lo que significa que cada IIE tiene
sblo una conexion con el siguiente IIE. Si se presenta un IIE prolongado en un tren de
disparos, éste puede “ver”’ varios |IEs adelante en el tiempo y se “conecta” con ellos (Figs.
13B-D).

Con respecto a los angulos de visibilidad, las graficas se encuentran altamente
conectadas cuando el angulo de visibilidad se aproxima a 90°, pero se rompe en fragmentos a
medida que va descendiendo hacia los -90°. Por ejemplo, las conexiones entre los IIEs en los

trenes de disparo control empiezan a perderse cuando los angulos son menores a -10°, a
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pesar de que muchos de los IIEs se mantienen conectados con sus vecinos inmediatos, dejan
una alta cantidad de fragmentos desconectados (Fig. 13B). Entonces, la fragmentacién en
pequefios pedazos esta asociado a pequefios |IEs y al disparo regular como se puede
observar en la grafica de hasta arriba en la Fig. 13B (Q.s(a) ~ 0.2 entre -10° y -30°). En
contraste, las PNVGs de los grupos DARx y 6-OHDA donde los IIEs se desconectan en menor
cantidad de pedazos los cuales son mas grandes mientras el angulo va decrementando (Fig.
13 C-D), indicando IIEs de mayor tamafio. Sin embargo, con este analisis se mostraron las

sutiles diferencias entre los dos grupos experimentales.

Para el grupo DARX se observé una fragmentacién gradual en fragmentos de tamafio
medio (Q.7(a) ~ 0.1 entre -10° y -30°), y para el grupo 6-OHDA se encontr6 un pico a los -3°
(Q.1(a) ~ 0.13) y una fragmentacion acelerada mientras el angulo se acercaba a los -30° (Q.
1(a) ~ 0.05), dejando muchos IIEs desconectados. Notese que la escala de tiempo fue mayor
en el ejemplo que proviene del grupo 6-OHDA para obtener el mismo numero de IIEs que en
los otros dos grupos. De manera global, las areas bajo la curva de Q.s(@) mostraron
diferencias significativas entre las muestras control (Fig. 13E; 10.5, SD 2.2, IQR 9.2-12.25, n =
8), DARx (6.6, SD 1.6, IQR 5.6-8.2 n=11; P=0.011) y 6-OHDA (5.7, SD 1.1, IQR 5-8.2, n = 7;
P = 0.0019; Kruskal-Wallis, P = 0.0012; pruebas post hoc de Dunn).

Sin embargo, las formas de las curvas se observaban diferentes por lo que medimos su
amplitud media, observando que en este caso las muestras control (42.6, SD 7.5, IQR 38-48,
n =38) y DARx (39.5, SD 9.3, IQR 33-49.8, n = 11) no difirieron significativamente (Fig. 13F;
Kruskal-Wallis P = 0.9569; con prueba post hoc de Dunn) indicando que varios de los angulos
produjeron una fragmentacién similar, pero al comparar con el grupo 6-OHDA, tanto el grupo
control como el DARX difirieron de manera significativa (22.3, SD 11.4, IQR 14.3-26.8,n=7; P
= 0.0118 y P = 0.0242, respectivamente) revelando que las neuronas del grupo lesionado

exhibieron IIEs mas largos y fragmentos mas irregulares.
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Figura 13. Analisis grafico utilizando graficas de visibilidad paramétricas para separar el disparo
control del patologico. A) llustracién grafica del método de las graficas de visibilidad paramétricas
(PNVG). Primero, los trenes de disparo se convierten en series de tiempo de intervalos interespiga
(IIE). La magnitud de los IIE limita la cantidad de IIE que son visibles para un IIE dado de acuerdo con
el angulo de visibilidad a. La grafica de la derecha muestra cuantos IIEs pueden ser “vistos” (flechas
rojas). Note que la grafica ahora esta dividida en dos fragmentos de elementos conectados y un
fragmento desconectado cuando a=0 y el numero relativo de fragmentos Q_4(0)= 0.025. B-D) Ejemplos
representativos de trenes de disparo para cada muestra (81 disparos por tren) las cuales son
convertidas en series de tiempo de sus correspondientes 80 IEEs. Note que las diferencias en las
escalas de tiempo corresponden a la misma cantidad de IEEs. Las siguientes 3 filas muestran las
graficas creadas con las series de tiempo de los IEE fijando 3 angulos de visibilidad diferentes (a= -3°,
-10° y -24°). Los nodos rellenos corresponden a fragmentos conectados y los vacios a fragmentos
desconectados. Las graficas de abajo muestran la cantidad relativa de fragmentos conectados en
funcion del angulo de visibilidad Q.(a). Las lineas de color suave representan experimentos
individuales en neuronas unicas, las lineas gruesas representan la mediana y las lineas negras
punteadas son los experimentos representativos mostrados. B) Q.s(a) la mayoria de los registros
control muestran una separacién en varios fragmentos de pequenos tamafos mientras el angulo de
visibilidad decrementa mostrando un pico entre -30° y -10°, indicando IIEs bastante regulares o con
menor presencia de rafagas. C) Durante el bloqueo de los receptores dopaminérgicos Q.;(a) muestra
una separaciéon gradual en menos fragmentos de tamafo intermedio cuando el angulo de visibilidad
decrementa, indicando mayor cantidad de silencios (lIE largos) y rafagas. La misma proporcion de
fragmentos se mantiene durante varios angulos de visibilidad (-10° a -30°). D) en la muestra privada de
dopamina los fragmentos Q./(a) son mas largos indicando mayor cantidad de silencios y rafagas de
distinto tamafio, se muestra un pico abrupto entre 0° y -30°. E) Comparacion entre las areas bajo la
curva y los anchos a la amplitud media en las 3 diferentes condiciones. Note que las areas bajo la
curva son diferentes entre las muestras patoldgicas y el control, mientras que los anchos a la amplitud

media difieren entre las dos muestras patoldgicas (* p < 0.05, ** p < 0.01).

La variabilidad que se observa alrededor de la mediana en el grupo DARXx (Fig. 13C)
sugiere que las diferentes neuronas registradas en la SNr mostraron diferentes grados de
sensibilidad a los antagonistas de los receptores dopaminérgicos, y en el grupo lesionado con

6-OHDA, sugiere variaciones en el nivel de privacién de dopamina a pesar de que todos los
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animales utilizados para este grupo pasaron la prueba conductual de manera similar. Con
estos datos concluimos que el método de PNVGs permite cuantificar de manera mas precisa
las diferencias sutiles que se presentan en las series de tiempo de potenciales de accion,
permitiendo diferir entre patrones de disparo producidos por la privacion cronica de dopamina
de los producidos por el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos, lo que puede ser

de utilidad durante el estudio y diagndstico de DIP.

Mecanismos ionicos que contribuyen al disparo en rafagas: Canales de

calcio tipo T y canales catidonicos TRP

En trabajos previos del laboratorio se ha mostrado que las rafagas inducidas por NMDA en las
neuronas de las SNr pueden ser abolidas por el bloqueo de canales de calcio tipo Cay3 (T)
(Ibafiez-Sandoval et al. 2007). Por tanto, nos preguntamos si la actividad de estos canales
también es necesaria para que se mantengan las rafagas que observamos en las condiciones
patolégicas (DARx y 6-OHDA). Para probar esta hipotesis, aplicamos 50 uM de NNC 55-0396,
un antagonista selectivo de los canales de calcio de la clase Cay3 (Huang et al. 2004) a
rebanadas de cerebro de los grupos DARx y 6-OHDA.La aplicacién del bloqueador durante
los registros de las neuronas DARX resultdé en el cese del disparo y en un cambié en el
potencial de membrana a valores aun mas hiperpolarizados, de -57 mV (SD 4.4, IQR -61, -
63)a -65 mV (SD 2.7, IQR -67, -63, n = 6; Fig. 14A inserto de la derecha; P = 0.016; prueba
T de Wilcoxon de una cola). El potencial de membrana promedio cambié de manera similar en
el grupo 6-OHDA tras la aplicacién del NNC 55-0396 (Fig. 14B inserto de la derecha) de -60
mV (SD 3.8, IQR -63, -57) a -67 mV (SD 3.2, IQR -70 a -64, n = 5; P = 0.024; prueba T de
Wilcoxon de una cola). Estos resultados muestran que los canales de calcio Cay3 (T) son
necesarios para producir el disparo patolégico en ambas muestras experimentales de manera

similar que cuando se generé con NMDA en un estudio previo (Ibafez-Sandoval et al. 2007).
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participa como una corriente intrinseca que despolariza de manera ténica a las neuronas de la
SNr (Zhou et al. 2008) y el canal de tipo NALC que es un canal de sodio de fuga o “leak” que
también mantiene el potencial de membrana despolarizado permitiendo el disparo espontaneo
(Lutas et al. 2016), sin embargo existe controversia al respecto de cuales son los canales
esenciales para el mantenimiento del disparo espontaneo estas neuronas en condiciones
control. Para estudiar esto, estudios previos han utilizado el acido flufenamico (FFA) ya que es
un bloqueador inespecifico de los canales con conductancias cationicas no selectivas
(NSCC), es decir, bloquea tanto a los canales TRP como a los NALC (Lutas et al. 2016) asi
como los potenciales de meseta presentes en las rafagas inducidas por NMDA en las
neuronas de las SNr (Lee y Tepper 2007b; Zhou et al. 2008; Lee et al. 2013). Por tanto,
nosotros adicionamos FFA a las neuronas registradas en nuestras condiciones experimentales
para saber si tenia algun efecto sobre el disparo patologico. La adicion de 100 uM de FFA a
las rebanadas del grupo DARXx produjo el cese del disparo mientras que el potencial de
membrana llegaba a valores significativamente mas hiperpolarizados, cambiando de -62 mV
(SD: 3.3; IQR: -66, -60) a -72 mV (SD: 4.4, IQR: -75, -69, n = 6; Fig. 15A; P = 0.016; prueba T
de Wilcoxon de una cola). Para las neuronas del grupo 6-OHDA el FFA produjo respuestas
similares, cambiando el potencial de membrana de -57 mV (SD: 2.8; IQR: -60, -56) a -68 mV
(SD: 1.2; IQR: -69 a -67, n = 5; Fig. 15B; P = 0.031; prueba T de Wilcoxon de una cola). Se ha
reportado que para esta concentracion de FFA (100 uM) en condiciones control solo se
observan decrementos en la frecuencia de disparo, pero no el cese del disparo (Lutas et al.
2016). Al observar estos resultados y los de los estudios previos de los efectos del FFA en las
rafagas inducidas por NMDA en neuronas de la SNr (Lee et al. 2013) sugerimos que estas
corrientes catidnicas son necesarias para mantener el potencial de membrana que permite el
disparo espontaneo de las neuronas de la SNr durante el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos o tras la privacion de dopamina. Este neurotransmisor debe estar modulando
la actividad de los canales NALC y algunas clases de TRP (Lee et al. 2013; Lutas et al. 2016).
Investigaciones futuras deberan tratar de identificar el rol que pueda tener la dopamina en la
modulacién de la actividad de las canales cationicos y otros canales expresados en las

neuronas de la SNr.
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Patrones temporales de disparo de tipo parkinsoniano inducidos por

haloperidol

Por ultimo, para probar que tan rapido pueden actuar los neurolépticos clasicos que se sabe
son capaces de inducir DIP, registramos los patrones de disparo de las neuronas de la SNr
usando la misma preparacion que hemos presentado en los experimentos previos de este
trabajo. De esta manera, tras anadir haloperidol al bafio podemos observar si se genera un
cambio en el disparo de las neuronas registradas. El haloperidol es un antagonista de
receptores dopaminérgicos inespecifico con preferencia por los receptores de tipo D2 y de uso
tipico en el tratamiento antipsicético (Meltzer 2013; Maurice et al. 2015). Tras la adicién de
este farmaco a la solucién de bafio de neuronas de la SNr registradas en condiciones control
(grupo control vs. haloperidol) observamos una hiperpolarizacién significativa del potencial de
membrana de -51 mV (SD: 4.0; IQR: -54, -48) a -60 mV (SD: 4.2; IQR: -63 a -56, n = 5; P =
0.0313; prueba T de Wilcoxon; Figs. 16A-B). Este cambio en el potencial de membrana se vio
acompanado por un decremento en la frecuencia de disparo promedio de 5.3 Hz (SD 2.0,
IQR: 3.9-6.9) a 0.74 Hz (SD: 0.31, IQR: 0.48-1.1, n = 5; P = 0.0313; prueba T de Wilcoxon;
Fig. 16C). De manera similar al grupo control vs. DARX, en los registros control vs. haloperidol
también se registraron incrementos significativos en el CV de 0.22 (SD: 0.09, IQR: 0.15-0.29)
a 2.7 (SD: 0.72, IQR: 2.0-3.3, n = 5; P = 0.0313 prueba T de Wilcoxon; Fig. 16D) y en el
porcentaje de disparo en rafagas de 0.68% (SD: 0.58, IQR: 0.18-1.3) a 89% (SD: 13, IQR: 75-
99) en respuesta a la aplicacidn del neuroléptico (n = 5; P = 0.0313; prueba T de Wilcoxon;
Fig. 16E).

Estos resultados sugieren que los farmacos antipsicoticos relacionados a DIP, que
tienen propiedades antagonistas de los receptores dopaminérgicos, pueden inducir patrones
de disparo parkinsoniano de manera rapida en las neuronas de la SNr en nuestra preparacion.
De esta manera concluimos que el disparo de las neuronas de la SNr debe estar fuertemente
relacionado con la patofisiologia del DIP. Sugerimos que nuestra preparacién debe ser tomada
en cuenta en investigaciones futuras donde se ponga a prueba el efecto de los otros farmacos

que son capaces de inducir DIP.
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Discusion

Ligeras variaciones en el patron temporal y en la frecuencia de disparo tonico de las neuronas
de la SNr son necesarias para la correcta ejecucion de los programas motores. En el presente
trabajo mostramos en un modelo in vitro como el disparo de estas neuronas cambia de un
patrén quasi-regular a un disparo irregular y con rafagas con tan solo bloquear de manera
aguda y simultanea los receptores dopaminérgicos de las clases D1 y D2. También
mostramos que estos patrones de disparo son similares a los que podemos registrar en
rebanadas de ratones parkinsonianos, tras una privacion de dopamina por lesiéon en la
sustancia nigra pars compacta. La intencion de usar antagonistas de los receptores D1y D2
fue probar de manera directa la principal hipétesis de la patogénesis del DIP, el bloqueo
central de receptores dopaminérgicos, debido a que los farmacos de primera generacion
utilizados en el tratamiento antipsicético, como el haloperidol, tienen principalmente este
mecanismo de accién y son los que presentan una mayor probabilidad de generar la patologia
(Bondon-Guitton et al. 2011; Maurice et al. 2015).

A pesar de que el cambio en los patrones de disparo en las neuronas de la SNr durante
la EP ha sido estudiado ampliamente en estudios in vivo, a nuestro conocimiento nuestros
resultados muestran por primera vez este fenomeno in vitro y de manera mas importante,
también muestran que el mismo fendbmeno puede ser inducido Uunicamente bloqueando los
receptores dopaminérgicos D1 y D2 simultaneamente de manera aguda, lo cual fue analizado
con tres métodos complementarios (Bingmer et al. 2011; Bakkum et al. 2014; Snarskii y
Bezsudnov 2016) que compararon el modelo 6-OHDA con el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2. Dicha comparacion no se habian llevado acabo en nuestros previos
trabajos in vitro (Acebes et al 2011a; Ibafiez-Sandoval et al. 2007) y fueron realizadas para
mostrar de manera mas fina que las similitudes y diferencias entre los patrones de disparo de
las diferentes condiciones. Asi mismo, estos hallazgos fueron corroborados con registros en la
modalidad “cell-attached”, en la cual la integridad de el medio intracelular no se ve alterada,
sugiriendo que los mismos no se deben a algun efecto de la técnica “whole cell” por si misma.
Ademas, fue demostrado que el cambio en el patron de disparo se da de manera aguda,

después de unos minutos de la aplicacion de los bloqueadores dopaminergicos, asi como se
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observd en las muestras donde se registraron las condiciones control y adicionando los

farmacos a las mismas células.

Este resultado permite dilucidar el mecanismo de la induccion de patrones de disparo
patolégico en la SNr durante la EP y el DIP, demuestra que se producen por la falta de accion
de la dopamina sobre sus receptores, sin la necesidad de la muerte de las neuronas
dopaminérgicas y puede inducirse de manera aguda. Es decir, las modificaciones cronicas
que se dan durante la cronicidad en la EP como son el cambio en la expresién de receptores,
modificaciones en la morfologia de las células y/o el cambio en la liberacion de otros
neurotransmisores como acetilcolina (Obeso et al. 2008; French y Muthusamy 2018), no son
esenciales para que los patrones de disparo patolégico aparezcan. Al respecto se ha
observado que en modelos animales de la enfermedad, el cambio en el patrén de disparo
puede aparecer poco tiempo después de la muerte de las neuronas dopaminérgicas vy

preceden a la aparicion de los sintomas motores (Miller y DeLong 1988; Murer et al. 2002).

Entre las observaciones que hicimos, son de importancia clinica el hallazgo al respecto
de que tanto la aplicacion de bloqueadores selectivos de los receptores dopaminérgicos
(SCH23390 + sulpiride) asi como del haloperidol, el cual es un bloqueador dopaminérgico no
selectivo con preferencia por el receptor D2, pueden generar por si solos y de manera aguda
disparo patolégico similar al observado en el modelo animal de EP (6-OHDA), lo que
demuestra que estos farmacos pueden generar un Parkinsonismo a nivel de cambios en el
patron de disparo en la SNr. Al respecto, unicamente se contaba con un estudio previo en el
cual se observo el cambio en el patron de disparo de la SNr in vivo tras la administracion de
haloperidol en ratas (Maurice et al. 2015), lo que demuestra que hay una falta de
investigaciones al respecto de las modificaciones en el disparo de las neuronas de los GB
durante el DIP y otros tipos de parkinsonismos. Por tanto, estos fendmenos se deben de tener
en cuenta ante el uso clinico de estos y otros farmacos relacionados con el DIP, tomando en
cuenta el historial de uso de farmacos del paciente para poder realizar un diagndstico

diferencial mas cuidadoso.

Gracias a la preparacion que utilizamos (registro en rebanadas parasagitales que

preservan las conexiones entre los nucleos de los GB) y a los métodos rigurosos de analisis
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utilizados en este trabajo proponemos que éstos pueden ser Utiles para detectar el efecto
patogénico de farmacos bloqueadores de dopamina sobre el disparo neuronal de la SNr con
la finalidad de poder diagnosticar de manera pronta el inicio del DIP y diferenciarlo de la EP.
Ademas, proponemos que este método se puede utilizar como modelo in vitro para el estudio
de otros farmacos que se presupone pueden generar DIP ya sea de manera aguda o crénica.
Asi mismo, este modelo también podria poner a prueba la efectividad de diferentes
tratamientos novedosos propuestos para la EP, como por ejemplo la re-inervacion
dopaminérgica de células implantadas en las terapias de reemplazo celular. De ser efectivos,
éstos implantes de células troncales programadas deberian restablecer el patron de disparo
de las neuronas de la SNr a las condiciones control. Es importante decir que la L-DOPA
reestablece el disparo normal en muchos GB, e.g., el estriado, pero no lo restablece en la SNr
(Aristieta et al., 2016) lo que se correlaciona con signos motores no corregidos por la L-DOPA,

tales como cambios en la postura y dificultad para la locomocién.

Modificaciones en el patron de disparo de las neuronas de la SNr

Como mencionamos previamente, las neuronas de la SNr disparan de manera auténoma,
tonica y de manera regular. Este disparo se presenta con transiciones momentaneas en su
frecuencia de disparo como resultado de la actividad polisinaptica excitadora e inhibidora
provenientes del NST (Ibafiez-Sandoval et al. 2006; Shen y Johnson 2006), del GPe y el NStr
(Ibafez-Sandoval et al. 2006; Aceves et al. 2011a) y de otras entradas provenientes de tallo
cerebral (Misgeld 2004). Cuando se encuentran aisladas, el disparo de la SNr se vuelve mas
regular (Atherton y Bevan 2005). Es decir que la actividad de estas neuronas en condiciones
control se debe a sus corrientes intrinsecas las cuales son susceptibles a la modulacion de la
actividad de las entradas sinapticas y a cambios metabdlicos (Zhou y Lee 2011; Freeze et al.
2013; Rossi et al. 2013; Lutas et al. 2014; Mamad et al. 2015). Las neuronas de salida de los
GB muestran cambios sutiles durante la ejecucion de programas motores (Schultz 1986;
Freeze et al. 2013; Rossi et al. 2013; Barter et al. 2015) y ajustes posturales (Barter et al.
2014) lo que sugiere que los cambios dinamicos y flexibles en su disparo son necesarios para

producir las sefnales necesarias para la ejecucion de las conductas motoras.
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Para analizar los patrones de disparo neuronal se han utilizado varios métodos. Los
métodos utilizados aqui indicaron incrementos en irregularidad y rafagas en el disparo de las
neuronas de la SNr después de la privacion dopaminérgica cronica (modelo 6-OHDA) como
habia sido mostrado en estudios previos. Cambios similares en el patrén de disparo se han
observado en otros nucleos de los GB durante el parkinsonismo, causandose correlaciones
espurias entre las neuronas de cada nucleo y entre los diferentes nucleos (Sanderson et al.
1986; MacLeod et al. 1990; Murer et al. 1997; Rohlfs et al. 1997a; Walters et al. 2007; Peng et
al. 2010; Lobb y Jaeger 2015). Este fendmeno es el principal signo electrofisiologico que
puede ser observado tanto en los diferentes modelos de la enfermedad como en pacientes,
convirtiéndose en un marcador objetivo de la patologia. A pesar de la discusién existente al
respecto de si la EP puede realmente ser modelada en animales ya sea lesionando la SNc
con toxinas (6-OHDA; rotenona) o si bien estos so6lo son correlatos utiles para la busqueda de
drogas anti-Parkinsonianas, a falta de algo mejor, en este trabajo estamos mostrando que la
aparicion y/o el incremento de patrones de disparo en rafagas es sucede en los tres modelos
de parkinsonismo que utilizamos. Concretamente, lo que es indudable es que cuando las
neuronas de la SNr se encuentran enganchadas en estos patrones de disparo se producen,
entre otros signos, extrema rigidez y fallas en el control de la postura (Takakusaki et al. 2003;
Barter et al. 2014; Maurice et al. 2015), haciendo notar la necesidad de estudiar mas a

profundidad el mecanismo de disparo patologico.

Al respecto, previamente habiamos sugerido que el cambio en el patrén de disparo en
repuesta al bloqueo agudo y simultaneo de los receptores D1 y D2 se debe a una
combinacion entre cambios en la eficiencia sinaptica y en la excitabilidad de la membrana. El
bloqueo de los receptores D1 reduce la amplitud de las corrientes post-sinapticas inhibitorias
(IPSCs; por sus siglas en inglés) de la via estriato-nigral o directa, mientras que el bloqueo de
los receptores D2 incrementa la amplitud de las IPSCs de la via palido-nigral (Aceves et al.
2011a) y los EPSCs de la via subtalamo-nigral (Ibafies-Sandoval et al., 2007), por lo tanto,
tras el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos se produce un inbalance entre estas
aferentes de acaso similar a el que se produce durante la EP, lo que habria que estudiar en el
futuro. Este imbalance podria hipotetizarse como una causa de la presencia de rafagas e

irregularidades en el disparo de la SNr. Cabe sefialar que ésta es la principal razén por la que
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para nuestro modelo in vitro se requiere el uso de rebanadas parasagitales con un angulo de
10° que preserva en mayor grado las conecciones entre los nucleos intermedios y el NStr con
la SNr (Beurrier et al. 2006), pues si éstas conexiones no se preservan el elemento
presinaptico no estaria presente y el fendmeno no podria ser reproducido. Ademas, éstos
resultados en conjunto sugieren que los cambios en la fuerza sinaptica de las vias directa e
indirecta observados por Aceves et al (2011) también deben de estar sucediendo tras la

privacion crénica de DA en el modelo de 6-OHDA.

Importancia del bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos en la

SNr: el parkinsonismo inducido por drogas (DIP)

Nosotros mostramos que tras el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos se
pierde el disparo cuasi-regular en las neuronas de la SNr, lo que sugiere que este tipo de
neuronas requiere de una modulacion dopaminérgica continua. Este hallazgo relaciona a las
neuronas de la SNr en la fisiopatologia del DIP, el cual se ha convertido en un problema que
adquiere cada vez mayor relevancia ya que varios farmacos utiles en el tratamiento de otras
patologias lo producen (Bondon-Guitton et al. 2011; Mukilan et al. 2018). Tanto los
antipsicoticos de primera generacion como lo mas nuevos, incluyendo los atipicos pueden
producir DIP (Lopez-Sendon et al. 2013), por lo tanto, una pregunta importante seria cuantos
y cuales de estos farmacos modifican el disparo de las neuronas de la SNr, las cuales son el
blanco mas cercano de las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Ruffieux y Schultz 1980;
Cheramy et al. 1981a; Waszcak y Walters 1983; Zhou et al. 2009).

En éste estudio iniciamos explorando el efecto del haloperidol dado que se conoce
como uno de los farmacos que tienen una mayor proporcion de pacientes que han
desarrollado DIP tras un periodo de administracion del mismo (Munhoz et al. 2017). Inclusive,
en la investigacion basica se cuentan con varios estudios en los que se muestra que altas
dosis de haloperidol producen rigidez en roedores, por lo que se ha propuesto inclusive como
un método de catalepsia experimental (Morelli et al. 1981). Nuestros resultados sugieren que
la rigidez extrema observada por dichos experimentos esta acompafada por disparo
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patolégico en la SNr y posiblemente en otros nucleos de los GB, y que esta rigidez se debe de

tomar en cuenta como uno de los signos de DIP.

Algunos otros farmacos relacionados con el DIP, y que se usan de manera rutinaria en
la clinica, requieren ser estudiados de manera cuidadosa ya que aparentemente no
presentan efectos adversos en el corto tiempo pero es posible que después de una
administracion crénica empiecen a mostrar los sintomas parkinsonianos. Entre estos farmacos
se encuentran, por ejemplo, los antagonistas de canales de calcio como el verapamil, por lo
que investigaciones futuras deberan buscar el papel de este inhibidor de calcio en la
regulacion dopaminérgica del sistema con la finalidad de encontrar su mecanismo patogénico
(Bondon-Guitton et al. 2011). Al respecto se ha sugerido que algunos de los farmacos que
pueden producir DIP podrian estar actuando de manera indirecta y, por otro lado, podrian
estar produciendo la muerte de las neuronas de la SNc en el caso de la existencia de una
predisposicion a desarrollar EP. También podrian estar acelerando su aparicion por lo que es
posible que los efectos adversos de estos farmacos no sean reversibles, y por lo tanto, se
deba prohibir su uso en algunos casos, o bien monitorearlos con mas cuidado (EMG, EEG).

Mecanismos ionicos que alteran el patron temporal de disparo de las
neuronas de la SNr durante el bloqueo de los receptores dopaminergicos o

después de la perdida de dopamina

Ademas de las entradas sinapticas, las corrientes intrinsecas juegan un papel en el
patron de disparo de las neuronas de la SNr. Las relaciones corriente-voltaje de estas
neuronas frecuentemente muestran una region de conductancia con pendiente negativa,
sugieriendo que las corrientes de entrada tonicamente activas mantienen su disparo
espontaneo (Atherton y Bevan 2005; Ibafiez-Sandoval et al. 2007; Lee y Tepper 2007b; Zhou
et al. 2008; Lutas et al. 2016). Alguna de estas corrientes pueden estar moduladas por DA
(Zhou et al. 2009; Zhou y Lee 2011).
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Algunos de los componentes idnicos que participan en condiciones control tambien
contribuyen al disparo patolégico, lo que lleva a varias preguntas acerca de cémo diferentes
proporciones de estos componentes pueden estar modificados durante el bloqueo de los
receptores a DA. Por ejemplo, se ha observado que deficits en los canales NALCN estan
asociados con problemas locomotores, distonia y sindrome de “piernas inquietas” entre otros
(Cochet-Bissuel et al. 2014; Lutas et al. 2016). Estas enfermedades pueden estar

relacionadas con el disparo patolégico de la SNr.

Aun se encuentra en debate cuales de las corrientes que conforman a las corrientes
cationicas no especificas (NSCC) son responsables de mantener el disparo tonico, cuasi-
regular de estas neuronas, pero ninguna por si sola puede explicarlo completamente (Zhou et
al. 2009; Zhou y Lee 2011; Lutas et al. 2016). Los candidatos que parecen tener un papel mas
importante son la corriente de sodio de fuga (NALCN) que puede ser bloqueada por FFA
(Lutas et al. 2016) y los canales TRP que también se bloquean con FFA a concentraciones
similares. Ambas corrientes catidonicas sustentan el mantenimiento del disparo tonico en
condiciones control al mantener una corriente entrante persistente que despolariza el
potencial de membrana, manteniéndolo en los valores umbral del potencial de accién (Lee y
Tepper 2007b; Lee et al. 2011, 2013, Lutas et al. 2014, 2016).

Dado que nuestros registros se realizaron in vitro en la modalidad de célula entera, nos
fue posible registrar el potencial de membrana de nuestras células en todas las condiciones
donde fueron privadas de la activacidén de los receptores dopaminérgicos, encontramos que el
potencial de membrana alcanzé valores mas hiperpolarizados que en control, indicando que
alguna o ambas corrientes NSCC se encontraban disminuidas. Nosotros observamos que el
bloqueo de las NSCC silencia el disparo patoldgico tanto en el modelo de 6-OHDA como tras
la aplicacion de los bloqueadores de receptores D1 y D2 y produce una mayor
hiperpolarizacion del potencial de membrana. El efecto hiperpolarizante del bloqueador en
estas misma neuronas nos sugiere que parte de estas corrientes se encontraban aun activas

después de la privacién de la respuesta dopaminérgica.

Las corrientes NSCC estan conformadas por subgrupos de diferentes canales, por lo

que seria interesante realizar estudios de protedmica y/o genética para observar si alguno de
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ellos se encuentra afectado durante la EP. Al respecto se ha sefialado que entre los TRP, la
subespecie TRP capsaicina 3 (TRPC3) participan de manera muy importante durante el
disparo control y es susceptible a regulacion por DA (Zhou et al. 2008), por lo que
proponemos que parte importante de la actividad, se ve afectada a la baja tras el bloqueo de
los receptores dopaminérgicos asi como en el modelo de la EP. Debido a que el TRPC3 es un
canal catidonico no selectivo persistente, una disminucion en su actividad produce
hiperpolarizacion en el potencial de membrana. Por otro lado, es importante recalcar que otra
subespecie de canal TRP, el canal TRP melastatina 2 (TRPM2), puede estar jugado un papel
importante en el disparo patologico ya se es sensible al aumento de Ca?" intracelular y a H20;
(Guinamard et al. 2013), los cuales se incrementan en las neuronas de la SN durante la
patologia de la EP. Su bloqueo revierte las rafagas inducidas por la adicién de H,O, en las
neuronas de la SNr (Lee et al. 2013) y ademas, se ha observado la expresion de una variante
heterocigota del gen para este canal en pacientes de la isla Guam, los cuales tienen un alta
prevalencia de EP genético (Hermosura et al. 2008). Al respecto nosotros sugerimos que cuyo
se pierde la regulacion dopaminérgica la actividad de esta subespecie de TRP podria estar
incrementada y debido a que es un canal de tipo transitorio, sus aperturas participarian en las
despolarizaciones momentaneas que dan lugar al inicio de las mesetas del potencial de
membrana y el disparo en rafagas. Dado lo anterior, una posibilidad es que en las neuronas
registradas tras la aplicacion de FFA se quedaran silentes debido al bloqueo de estos canales
en especifico (TRPM2) y la subsecuente hiperpolarizaciéon puede ser debida al bloqueo de
alguna proporcidon de TRPC3 que aun se mantuviera activa y/o al bloqueo de canales NALCN.
Estas preguntas podrian ser respondidas con el desarrollo de bloqueadores especificos para

cada canal.

De manera similar al efecto del FFA observamos que el bloqueo de los canales Cay3
silencia el disparo patologico de las neuronas de la SNr. La presencia de canales Cay3 se ha
mostrado previamente en las neuronas de la SNr (Ibafiez-Sandoval et al. 2007). Este canal
esta presente en varios de los tipos neuronales que tienen la capacidad de disparar en
rafagas tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas (Park et al. 2013), mediante la
generacion de espigas de bajo umbral en respuesta a potenciales de membrana

hiperpolarizados, en respuesta a entradas inhibitorias, produce oscilaciones de membrana,
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resonancia neuronal y sincronizacion. Su deinactivacion debido a la hiperpolarizacion del
potencial de membrana debe de amplificar las oscilaciones en la SNr (Ibafiez-Sandoval et al.
2007). Algunos bloqueadores de el canal Cay3 de Ca?* como la zonisamida (Okada y Kaneko
2008; Bermejo et al. 2010; Tai et al. 2011; Yang et al. 2014) decrementan la actividad en
rafagas en las neuronas del NST y mejoran los sintomas de la EP, lo que indica que el
bloqueo de éste canal puede ser un buen blanco terapéutico para el tratamiento de la

enfermedad.

A pesar de que los efectos de la privacion créonica de dopamina han sido descritos para
las neuronas de la SNr (Sanderson et al. 1986; MacLeod et al. 1990; Murer et al. 1997; Rohlfs
et al. 1997b; Walters et al. 2007; Wang et al. 2010; Lobb y Jaeger 2015), aun no se cuenta
con suficiente informacion al respecto de los mecanismos i6nicos que mantienen y participan
en el disparo patolégico asi como si los diferentes farmacos que producen DIP actuan de la
misma manera sobre estos mecanismos. La preparacion aguda que utilizamos en el presente
estudio puede ser de gran utilidad para poder dilucidar estos cuestionamientos y estudiar los
diferentes posibles mecanismos. Por ultimo, los datos de la presente Tesis han sido

publicados en un trabajo extenso (ver anexo; Caceres-Chavez et al., 2018).
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Conclusiones

1. En condiciones control, las neuronas de la SNr son capaces de producir diferentes

patrones temporales de disparo pero predomina el disparo ténico cuasi-regular.

2. Basta bloquear agudamente los receptores dopaminérgicos de las clases D1 y D2
para producir modificaciones en el patron de disparo de las neuronas de la SNr semejantes a

las producidas en el modelo 6-OHDA de la enfermedad de Parkinson.

3. Las modificaciones consisten en aumento en los patrones de disparo en rafagas e

irregular.

4. La supresion de la respuesta dopaminérgica produce una hiperpolarizacion del
potencial de membrana y una disminucién en la tasa de disparo tonica en las neuronas de la
SNr.

5. El bloqueo de los canales cationicos TRP y los catidnicos no selectivos impide la

generacion del disparo en rafagas pero no se regresa al disparo tonico del control.

6. Tanto el bloqueo agudo de los receptores dopaminérgicos con haloperidol como el
producido con los bloqueadores selectivos de los receptores dopaminérgicos de las clases D1
y D2 producen modificaciones patoloégicas del patron de disparo de las neuronas de la SNr lo

que constituye un modelo de parkinsonismo inducido por drogas o DIP

6. Dado que la SNr es el primer blanco de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, una
manera de evaluar los tratamientos farmacologicos o de implantes de células troncales seria

evaluando el disparo de las neuronas de la SNr.
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Ciceres-Chavez VA, Hernandez-Martinez R, Pérez-Ortega J,
Herrera-Valdez MA, Aceves JJ, Galarraga E, Bargas ]. Acute
dopamine receptor blockade in substantia nigra pars reticulata: a
possible model for drug-induced Parkinsonism. J Newrophysiol 120:
2922-2938, 2018. First published September 26, 2018; doi:10.1152/
jn.00579.2018. —Dopamine (DA) depletion modifies the firing pattern
of neurons in the substantia nigra pars reticulata (SNr), shifting their
mostly tonic firing toward irregularity and bursting, traits of patho-
logical firing underlying rigidity and postural instability in Parkin-
son's disease (PD) patients and animal models of Parkinsonism (PS).
Drug-induced Parkinsonism (DIP) represents 20—-40% of clinical
cases of PS, becoming a problem for differential diagnosis, and is still
not well studied with physiological tools. It may co-occur with tardive
dyskinesia. Here we use in vitro slice preparations including the SNr
to observe drug-induced pathological firing by using drugs that most
likely produce it, DA-receptor antagonists (SCH23390 plus sulpiride),
to compare with firing patterns found in DA-depleted tissue. The
hypothesis is that SNr firing would be similar under both conditions,
a prerequisite to the proposal of a similar preparation to test other
DIP-producing drugs. Firing was analyzed with three complementary
metrics, showing similarities between DA depletion and acute DA-
receptor blockade. Moreover, blockade of either nonselective cationic
channels or Ca,3 T-type calcium channels hyperpolarized the mem-
brane and abolished bursting and irregular firing, silencing SNr
neurons in both conditions. Therefore, currents generating firing in
control conditions are in part responsible for pathological firing.
Haloperidol, a DIP-producing drug, reproduced DA-receptor antago-
nist firing modifications. Since acute DA-receptor blockade induces
SNr neuron firing similar to that found in the 6-hydroxydopamine
model of PS, output basal ganglia neurons may play a role in
generating DIP. Therefore, this study opens the way to test other
DIP-producing drugs.

NEW & NOTEWORTHY Dopamine (DA) depletion enhances sub-
stantia nigra pars reticulata (SNr) neuron bursting and irregular firing,
hallmarks of Parkinsonism. Several drugs, including antipsychotics,
antidepressants, and calcium channel antagonists, among others, pro-
duce drug-induced Parkinsonism. Here we show the first comparison
between SNr neuron firing after DA depletion vs. firing found after
acute blockade of DA receptors. It was found that firing in both
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conditions is similar, implying that pathological SNr neuron firing is
also a physiological correlate of drug-induced Parkinsonism.

dopamine; drug-induced Parkinsonism: firing patterns; ion channels;
6-OHDA; substantia nigra

INTRODUCTION

Substantia nigra reticulata (SNr) neurons are one of the
outputs of basal ganglia (BG) processing used to attain motor
control, and they are a target of substantia nigra compacta
(SNc) dopaminergic cells (Zhou et al. 2009). They exhibit
autonomous regular spiking (Atherton and Bevan 2005; Lee
and Tepper 2007a; Richards et al. 1997) and some sparse
bursting (Ibdfiez-Sandoval et al. 2007; Wang et al. 2010).
Evidence arguing for transient receptor potential (TRP), Na™,
cation, and K channel participation in SNr firing is under
debate (Atherton and Bevan 2005; Lee and Tepper 2007b,
2011, 2013; Lutas et al. 2014, 2016). However, none of these
channels completely explain SNr neuron firing, which highly
depends on metabolism (Lutas et al. 2016). In contrast, during
Parkinsonism (PS), when dopamine (DA) modulation of BG
neurons is lost, pathological signs include increased bursting,
irregular firing, and oscillatory synchronous activity in both
patients and animal models (e.g., Hutchison et al. 2004; Mau-
rice et al. 2015; Quiroga-Varela et al. 2013; Weick and Walters
1987). Interestingly, various useful drugs induce the so-called
drug-induced Parkinsonism (DIP) with similar signs. Relevant
examples of drugs inducing DIP are neuroleptics, calcium
channel antagonists, antidepressants, anticholinergics, anticon-
vulsants, and gastrointestinal prokinetics, among others (Bon-
don-Guitton et al. 2011; Ldépez-Sendon et al. 2013). These
drugs may generate a Parkinsonian syndrome themselves,
worsen Parkinson’s disease (PD), or disclose PD ahead of time
(Lee et al. 2017); are the second cause of PS, or ~20-40% of
the cases, reaching epidemic proportions; and are frequently
overlooked (Lépez-Sendon et al. 2013; Mukilan et al. 2018).
This problem is a main reason for a careful differential diag-
nosis. In some cases DIP may be generated a few days after a
drug is administered or its dosage is changed (Mukilan et al.
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