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Resumen

Debido a que la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson no es comprendida
del todo, son también incompletamente entendidos los mecanismos de accién de
los tratamientos actuales. Un tratamiento utilizado en pacientes con enfermedad
avanzada consiste en la administracidén de pulsos de voltaje a altas frecuencias tras
el implante de un electrodo en zonas profundas del cerebro, como el nucleo
subtalamico o el globo palido interno. Este protocolo logra disminuir algunos de los
sintomas de la enfermedad, como la bradicinesia, el temblor y la distonia
(generalmente consecuencia del tratamiento con agonistas dopaminérgicos). En
este estudio se explora un posible mecanismo de la estimulacién cerebral profunda
en un modelo roedor de la enfermedad de Parkinson, el raton hemidepletado de
dopamina. Entre los mecanismos propuestos esta la inhibicion de la actividad en el
sitio blanco del implante de los electrodos. Mediante técnicas de manipulacion
optogenética, en donde se induce la expresion de proteinas sensibles a la luz en
neuronas especificas, se puede manipular la actividad de manera dirigida y
temporalmente determinada, pudiendo asi evaluar la repercusion de éstas sobre la
conducta motora del animal.

En este estudio se realizaron inhibiciones del nucleo entopeduncular (NEP)
en el modelo de raton hemiparkinsoniano mediante dos estrategias de manipulacion
optogenética. Se evalud la repercusion de estas manipulaciones sobre la conducta
motora del modelo experimental, asi como sobre marcadores electrofisiolégicos de
la enfermedad. Se encontr6 que un protocolo de inhibicién logra mejorar los
parametros motores de lesion de bradicinesia y giro ipsilateral a la lesion. Este
mismo parametro de inhibicion logré disminuir el marcador electrofisiolégico de
deplecion dopaminérgica, el poder de la banda beta.

Por otra parte, se indagd en la actividad de este nucleo en animales no
lesionados durante una tarea de giro, con el objetivo de entender qué funcién
cumple el mismo. La hipdtesis planteada a partir de los experimentos de
manipulacion es que el NEP es importante para la conducta de giro del animal y
refleja parametros motores del movimiento. Los resultados preliminares indican que
las unidades registradas no parecen codificar esta conducta de la manera planteada
en la hipdtesis. La actividad refleja otras variables, aparentemente mas
motivacionales, pero no de manera fiel la codificacion del giro.

Asi, mediante el estudio del nucleo en condiciones controles y en un modelo
de la enfermedad, se busca entender cual es su funcién, como la enfermedad podria
afectarlo, y un mecanismo mediante el que la estimulacién cerebral profunda podria
estar contrarrestando esta desregulacion.



Abstract

The pathophysiology of Parkinson’s disease is not well understood. Moreover, the
mechanism of action of current treatment options have not been completely
elucidated. For example, one of the currently used methods to treat this disease
consists in implanting an electrode in deep areas of the brain, such as the
subthalamic nucleus or the Globus Pallidus internus of patients with a severe
disease. High frequency voltage pulses are then delivered through these electrodes,
and this correlates with a decrease of motor symptoms such as bradykinesia, tremor,
and dystonia (generally an adverse effect of treatment with dopaminergic agonists).
In this study a possible mechanism of action of deep brain stimulation is explored
with the use of a rodent model, a dopamine hemidepleted mouse. Amongst the
proposed mechanisms of action of deep brain stimulation is the inhibition of the
target site of the implanted electrode. Using optogenetic techniques to manipulate
the activity of select neurons of the rodent brain, we explore the effect inhibition of
the entopeduncular nucleus has upon motor behaviors of this rodent model of the
disease.

In this study the inhibition of the entopeduncular nucleus of a
hemiparkinsonian mouse are performed using two different optogenetic approaches.
Then, an evaluation is conducted to ascertain the repercussion that these
manipulations have on the motor behavior of the experimental model, and on
electrophysiological markers of the disease. The findings include an inhibition
protocol that improves the bradykinesia and ipsilateral turn of the mouse. This same
protocol can reduce the beta band power that is signature of parkinsonism.

Furthermore, the activity of the entopeduncular nucleus during a turning
behavior is explored in non-lesioned animals with the objective of achieving a better
understanding of the function of this nucleus. The hypothesis presented based on
the inhibition experiments was that the activity of this nucleus would be correlated
with the angular velocity of the turning behavior of the animals. However, preliminary
results show that the recorded units do not seem to have a correlated activity with
the turning behavior of the animals.

Thus, through the study of this nucleus in a control situation and in a model
of the disease, we seek to understand what its function is, how it may be affected by
the disease, and how the deep brain stimulation might counteract this deregulation.



Introduccion

La fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson (EP) no se comprende
enteramente. Empero, es posible tratarla principalmente mediante el uso de
agonistas dopaminérgicos y, en casos mas avanzados, mediante la estimulacion
cerebral profunda. La respuesta ante agonistas dopaminérgicos, asi como estudios
post-mortem de pacientes humanos han ligado estrechamente esta enfermedad con
la desaparicion de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas. Por lo mismo, se han
generado modelos animales con lesidbn de estas neuronas para emular la
fisiopatologia y estudiar la enfermedad y sus tratamientos. En el caso de los
roedores, un modelo ampliamente empleado es el de lesidn unilateral con 6-
hidroxidopamina. Ante la desaparicion de las neuronas dopaminérgicas, los
roedores presentan bradicinesia, presente también en humanos. Sin embargo,
aparece una conducta de giro ipsilateral a la lesion, que no es caracteristico de la
enfermedad. Ademas, no presentan temblores que se pudieran equiparar al temblor
de intencién observado en los pacientes. No obstante, se han encontrado
marcadores electrofisiolégicos que sugieren que existen paralelismos entre el
modelo y la enfermedad, como el aumento del poder de las oscilaciones en la banda
beta en diversos sitios anatdomicos, entre ellos la sustancia nigra y la corteza motora.

Por otra parte, el entendimiento que se tiene sobre el mecanismo de accion
de los tratamientos es incompleto. En particular, el mecanismo de accion de la
estimulacion cerebral profunda, en el que se administran pulsos de voltaje a altas
frecuencias en nucleos profundos como el nucleo subtalamico o el globo palido
interno a través de electrodos implantados, sigue siendo un misterio. Se han
propuesto diversas hipotesis a partir de datos experimentales. Sin embargo, los
resultados experimentales son contradictorios.

Con estos antecedentes, en este proyecto se propuso estudiar la inhibicion
del nucleo entopeduncular como posible mecanismo de accidén de la estimulacion
cerebral profunda en el sitio analogo humano, el globo palido interno. A través de
técnicas de optogenética se manipularon circuitos especificos con precision
temporal. Se generaron dos aproximaciones experimentales para inhibir este
nucleo, y se evaludé la conducta motora espontanea del animal y algunos
marcadores electrofisioléogicos como indicadores del impacto de estas
intervenciones. Por ultimo, se realizaron registros electrofisioldgicos del nucleo
entopeduncular durante una conducta de giro en animales no lesionados con el
objetivo de entender cual es la funcién de este nucleo en condiciones normales.
Esto permitié formular una hipétesis de cdmo se desregula la actividad en el nucleo
en la deplecion dopaminérgica y como se generan las conductas motoras
caracteristicas de la lesion.



Objetivos

Objetivo general

Explorar un posible mecanismo de accion de la estimulacion cerebral profunda en
el globo palido interno para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson mediante
técnicas de optogenética en un modelo de raton hemiparkinsoniano.

Objetivos particulares

1.
2.

3.

Implementar un modelo de raton hemiparkinsoniano.
Generar un analisis de conducta que permita constatar el modelo de lesidn
para discriminar si las manipulaciones son efectivas.
Generar manipulaciones optogenéticas dirigidas al globo palido interno,
efectivas para disminuir los signos de parkinsonismo en el modelo de ratén,
mediante técnicas de optogenética.

a. Activar vias aferentes

b. Inhibir el sitio blanco
Corroborar la efectividad de las manipulaciones optogenéticas sobre la
disminucién de marcadores conductuales y electrofisiologicos de deplecion
dopaminérgica
Estudiar la actividad del nucleo entopeduncular durante la conducta de giro
en animales no lesionados.



Antecedentes

La estimulacién cerebral profunda (DBS, por sus siglas en inglés) se ha convertido
en una opcion terapéutica para un numero creciente de enfermedades neuroldgicas
y neuropsiquiatricas. Esencialmente consiste en introducir un electrodo a un sitio
especifico en el cerebro y generar pulsos cuadrados de voltaje a diversas
frecuencias. Su uso se describi6 originalmente para el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson (EP) implantando el electrodo en la region talamica (J. A. Obeso et al.,
2017). Sin embargo, se han encontrado otros sitios de estimulacién que también
son benéficos para esta enfermedad (Follett et al., 2010). Asimismo, la investigacion
basica y clinica ha dado lugar a la extension de las indicaciones para la DBS. Prueba
de ello es que la Food and Drug Agency (FDA), agencia regulatoria estadounidense,
ha concedido aprobacion para el uso o investigacion de la DBS para diversas
condiciones, como la distonia, el sindrome obsesivo-compulsivo, la depresion, la
epilepsia, entre otras (Hariz, Blomstedt, & Zrinzo, 2010).

No obstante, a pesar de la extensidén de indicaciones para su uso en vista de
evidencia clinica a favor de su utilidad, no existe un consenso general sobre el
mecanismo de accion de la DBS. Desde la implementacion para el tratamiento de
la EP ha habido un auge de la investigacion tanto clinica como basica con el fin de
elucidar los efectos de ésta sobre el tejido nervioso. En el presente estudio se
abordd la pregunta de qué mecanismo podria estar ejerciendo la estimulacion
cerebral profunda en un modelo de roedor hemiparkinsoniano. Especificamente, se
evalua la posibilidad de que esta modalidad terapéutica genere inhibicién sobre su
sitio blanco.

La enfermedad de Parkinson: Fisiopatologia

La EP recibe su nombre por el médico que la describid por primera vez como entidad
nosologica en 1817 (Parkinson, 2002). Inicialmente se describié como paralisis
agitante o con temblor. Fue otro médico, Charcot, quien establecidé que a pesar de
haber sido descrita como paralisis, la enfermedad no se caracterizaba por la
debilidad de los pacientes, y la nombré ‘enfermedad de Parkinson’ (J. A. Obeso et
al., 2017). Aun hoy, mas de 200 afios de la descripcion inicial, la mayoria de los
elementos inicialmente identificados como definitorios de la entidad nosolégica se
utilizan para caracterizar a la misma.

Hoy en dia se identifica clinicamente a la enfermedad principalmente por el
temblor de reposo, rigidez y bradicinesia (lentitud de movimientos). A pesar de ser
muy comunes en etapas avanzadas, las dificultades en la marcha y la inestabilidad
postural no son definitorios de la enfermedad (Gelb, Oliver, & Gilman, 1999). La EP
suele aparecer de manera unilateral y primero en extremidades superiores. El inicio
es lento y progresivo e incluso en la descripcién original de la enfermedad,
Parkinson describié que los pacientes no pueden precisar el comienzo de su
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enfermedad (Parkinson, 2002). Progresa afectando a todas las extremidades
produciendo la llamada marcha festinante (las piernas no se elevan ante cada paso,
zancada reducida, festinacion o marcha cada vez mas rapida) y postura de tronco
en flexion (camptocormia). Por otra parte, ahora se reconoce que la enfermedad
produce manifestaciones no motoras que muchas veces anteceden a la aparicion
de los sintomas arriba mencionados por 2 a 10 afios, como anosmia (baja en el
sentido del olfato), ageusia (disminucion del sentido del gusto), hiperhidrosis
(sudoracion), fatiga y dolor (Pont-Sunyer et al., 2015).

Desde un punto de vista histopatolégico, se ha ligado a la enfermedad con la
aparicion de agregados inmunopositivos para alfa-sinucleina en el cerebro de los
pacientes (Braak et al., 2006). Interesantemente, la aparicion de estos agregados
en la EP se da con cierto orden a lo largo del tiempo, desde la médula espinal hacia
regiones mas corticales. Se sugiere que cuando estos agregados (cuerpos y
neuritas de Lewis) surgen en la sustancia nigra, generan la muerte neuronal
dopaminérgica lo que es causa de las afecciones motoras caracteristicas de la EP
(Poewe et al., 2017).

El mecanismo que da origen a la enfermedad todavia no es entendido por completo.
Se cree que la EP es la manifestacidon sindromatica de varias posibles etiologias
(intoxicacion, trauma, alteraciones vasculares, sinucleinopatias), que tienen como
comun denominador la muerte de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas.
Desde el punto de vista fisiopatolégico destacan los siguientes procesos (Michel,
Hirsch, & Hunot, 2016; Poewe et al., 2017):

e Proteostasis alterada de la alfa-sinucleina: en histopatologia de pacientes
con EP se han encontrado agregados proteinaceos que son inmunopositivos
para alfa-sinucleina.

e Disminucion de la degradacion intracelular por dafio de vias (como el sistema
de autofagia lisosomal).

e Propagacion tipo prion: Este modelo apoya la idea de que la agregacion
anomala de proteinas (en especial la alfa-sinucleina) genera una reaccion en
cascada que facilita la agregacion proteinacea adicional.

e Disfuncion mitocondrial: A partir de estudios genéticos se ha encontrado que
en algunos casos de EP existen mutaciones de genes relacionados con la
funciéon mitocondrial.

o Estrés oxidativo: A pesar de que existen marcadores de estrés oxidativo en
modelos y pacientes con EP, no queda claro si éste es causa o consecuencia
misma de la muerte neural.

La enfermedad de Parkinson y la Deficiencia de Dopamina

A mediados del siglo XX comenzd a surgir evidencia que ligaba a la EP con
la deficiencia de dopamina cerebral, desde modelos animales hasta mediciones en
cerebros de pacientes (Ehringer & Hornykiewicz, 1998; Lees, Tolosa, & Olanow,
2015). Puesto que se ha descrito que existen varias causas fisiopatologicas para el
sindrome parkinsoniano, se cree que convergen en la desaparicion de las neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo. La evidencia se basa en que la disminucién de
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neuronas dopaminérgicas tiene buena correlacion con la apariciéon y gravedad de
los sintomas motores mencionados previamente. En la Figura 1A se presentan
datos de un estudio anatomo-patologico en los que se correlacioné la gravedad de
los sintomas de los pacientes con el conteo de neuronas en la sustancia nigra pars
compacta al momento de su muerte (Greffard et al., 2006). Por otro lado, en un
estudio funcional, se correlaciond la gravedad de la bradicinesia evaluada
clinicamente con la captacién de un precursor dopaminérgico en el estriado: a
menor captacién, menor cantidad de axones dopaminérgicos (Eidelberg et al., 1990)
(Figura 1B).

801 ° Includes Controls
\\ @ Without Controls
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(

UPDRS3 Score
]
K; x 10-2 (min-")

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 o H 2 3 K H
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Figura 1. La gravedad de los sintomas motores correlaciona con la cantidad
de neuronas dopaminérgicas y con la captacién de dopamina en pacientes

con EP. A. En esta figura adaptada de (Greffard et al., 2006) se estudiaron histolégicamente
cerebros de pacientes con EP. Se correlacion6 con significancia estadistica la densidad de neuronas
en la sustancia nigra pars compacta con la gravedad de sus sintomas medida clinicamente mediante
la Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS3) en un periodo reciente a su fallecimiento. B.
Correlacién estadisticamente significativa entre la captacién de [18F]fluorodopa (Ki) y la medicion
clinica de bradicinesia de pacientes [adaptada de (Eidelberg et al., 1990)].

Por ultimo, una de las evidencias mas fuertes que apuntan a que la fisiopatologia
de la enfermedad estd estrechamente correlacionada con la deficiencia de
dopamina se establecioé cuando se administré levodopa (un precursor de dopamina)
a pacientes y tuvieron una mejoria notable, en particular en los sintomas motores
de rigidez, bradicinesia y temblor (Lees et al., 2015). Puesto que se ha ligado
estrechamente la sintomatologia motora con la deficiencia de dopamina, se han
creado varios modelos animales en los que se genera una deplecion de esta
sustancia en el cerebro. Uno de ellos, el usado en este estudio, es el roedor
lesionado con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Boix, Padel, & Paul, 2015).

Modelo experimental de deplecion dopaminérgica con 6-hidroxidopamina
Hace ya varias décadas se encontré que la inyecciéon de 6-OHDA en el
sistema nervioso central de roedores produce una deplecion de fibras
monoaminérgicas, que ademas genera signos de bradicinesia y rotacion ipsilateral
a la lesion (Ungerstedt, 1968). Si bien en los roedores, el modelo de deplecion
dopaminérgica no genera el caracteristico temblor de reposo, si reproduce la

12



bradicinesia y otros eventos celulares como el estrés oxidativo y la
neurodegeneracion (Hernandez-Baltazar, Zavala-Flores, & Villanueva-Olivo, 2017).

Ademas, el modelo de 6-OHDA reproduce patrones electrofisiolégicos que
se cree son marcadores electrofisiolégicos de la EP (Mugge et al., 2019). Diversos
estudios han corroborado que en pacientes con EP existe un aumento en la amplitud
de las oscilaciones beta (10-40Hz) en diversas areas del cerebro, y se cree que se
originan en el nucleo subtalamico (Wingeier et al., 2006). Este ritmo aberrante, se
cree proviene de una actividad sincrénica que parece estar asociada a la
fisiopatologia de la enfermedad.

La Figura 2A muestra el analisis espectral de la sefal de potencial local de
campo registrada en el nucleo subtalamico de un paciente con EP con y sin
tratamiento (levodopa). Es aparente que existe un mayor poder del ‘pico’ beta en el
paciente sin tratamiento. Por otro lado, el modelo de roedor lesionado con 6-OHDA
también muestra este aumento del poder de la banda beta, especialmente cuando
el animal se encuentra en locomocion.

Nucleo subtalamico humano Nucleo subtalamico roedor
A con Enfermedad de Parkinson B lesoinado con 6-OHDA
Control Lesion

Sin Levodopa _ Ccon Levodopa

Rest Walk Walk 25
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Figura 2. Los pacientes con enfermedad de Parkinson presentan un aumento
en el poder beta en el potencial local de campo del ntcleo subtalamico y esto

es replicado en el modelo de roedor lesionado con 6-OHDA. A. Se muestra el
analisis espectral de registros de potencial local de campo obtenidos del nucleo subtalamico de un
paciente con enfermedad de Parkinson sin y con levodopa (tratamiento para la enfermedad). Es
visible en el panel superior cobmo existe una banda en el rango de frecuencias 15-30Hz que tiene un
poder alto. Cuando al paciente se le administra levodopa, el poder de esta banda disminuye. Esto
es visible de manera cuantitativa en el panel inferior, en donde se observa un ‘pico’ en el rango beta
y este disminuye ante la administracion de levodopa [adaptado de (Lopez-Azcarate et al., 2010)]. B.
Se muestra en el panel superior el analisis espectral del potencial local de campo en un roedor control
y en un roedor lesionado durante locomocién. En el panel inferior es visible este ‘pico’ en el rango
beta que estd ausente en animales controles [adaptado de (C. Delaville, McCoy, Gerber, Cruz, &
Walters, 2015)].
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Debido a que existe evidencia que correlaciona la magnitud del poder de la banda
beta con la gravedad de los sintomas del paciente, es posible que este ritmo
anomalo sea parte de la fisiopatologia de la enfermedad (Neumann et al., 2016).
Asi, el modelo de roedor lesionado con 6-OHDA presenta ciertas caracteristicas
similares a la EP que permiten evaluar algunos tratamientos y estudiar la
fisiopatologia.

La actividad neural de los ganglios basales se encuentra alterada en la
enfermedad de Parkinson

Existen diversas teorias sobre como la deplecion dopaminérgica podria estar
alterando la funcién de los ganglios basales. Tras el descubrimiento de que las
neuronas de proyeccidon consistian en dos poblaciones genéticamente vy
anatémicamente distintas, se sugiri6 que esto podria ser parte de la explicacion de
la fisiopatologia de la enfermedad. La via estriato-nigral expresa el receptor
excitatorio de dopamina, D1R. Mientras que la otra, estriato-palidal, expresa el
receptor inhibitorio de dopamina, D2R (CR Gerfen et al., 1990). En diversos estudios
se corroboré que la dopamina aumenta la excitabilidad de las neuronas de la via
estriato-nigral, o via directa, mientras que disminuia la excitabilidad de las neuronas
de la via estriato-palidal, o indirecta (Ericsson et al., 2013; Hernadez-Lopez et al.,
2000; Hernandez-Lopez, Bargas, Surmeier, Reyes, & Galarraga, 1997). Asi, surge
la hipdtesis de que ante la ausencia de dopamina la actividad de la via directa debe
estar disminuida, la actividad de la via indirecta aumentada, y, gracias a las
interconexiones descritas en la Figura 3A y B, la actividad de los nucleos
subtalamico y globo palido interno deberia estar aumentada. Experimentos
posteriores han concluido que la actividad del nucleo subtalamico esta en efecto
aumentada, pero la actividad del globo palido interno no siempre se ha encontrado
elevada (Deffains et al., 2016; McCairn & Turner, 2009).

Cortex J

Putamen
—

A" 7

Figura 3. Teoria de la frecuencia de disparo alterada en la enfermedad de
Parkinson. Esta figura [adaptada de (Bergman, Wichmann, & DelLong, 1990)] es un modelo
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hipotético de la interconexion entre los nucleos de los ganglios basales y como la dopamina puede
alterar su actividad. Las flechas blancas indican conexiones glutamatérgicas mientras que las negras
indican conexiones gabaérgicas. El grosor de las flechas indica actividad promedio (tono). A. Se
ilustra el modelo de los ganglios basales en un animal normal. B. Se ilustran los cambios que
acontecerian en la actividad de los nucleos tras la deplecion dopaminérgica.

Esta hipétesis de la frecuencia de disparo promedio se encuentra alterada en los
nucleos de salida hace sentido cuando se considera que los primeros tratamientos
quirurgicos lesionaban estos mismos nucleos, artificialmente ‘disminuyendo su
actividad’. Sin embargo, existe evidencia que apunta a que posiblemente no solo la
actividad de estos nucleos esté alterada en frecuencia de disparo, pero también que
los perfiles espacio-temporales de actividad se encuentran alterados (Parker et al.,
2018). Sin embargo, a pesar de la comprension incompleta de la fisiopatologia de
la enfermedad, se han descrito tratamientos paliativos que son efectivos para
controlar algunos sintomas de ésta.

Tratamientos para la enfermedad de Parkinson

Hoy en dia los tratamientos para esta enfermedad son paliativos y se centran en
disminuir los sintomas para mejorar la calidad de vida del paciente. No existen
tratamientos que detengan o reviertan la progresion de la enfermedad. La primera
linea de tratamiento se basa en aumentar el tono dopaminérgico dentro del cerebro
del paciente enfermo. Esto se hace principalmente mediante la administracién de
agonistas dopaminérgicos, generalmente el precursor de dopamina, levodopa
(Miyasaki, Martin, Suchowersky, Weiner, & Lang, 2002).

Un gran problema del tratamiento con agonistas dopaminérgicos/levodopa
es que la efectividad del tratamiento es maxima sélo en los primeros 5 afios de la
administracién. Para los 10 afios de tratamiento, la mayoria de los pacientes
experimenta complicaciones derivadas del tratamiento farmacolégico (Frucht &
Greene, 2002; J. A. Obeso et al., 2017; Poewe et al., 2017). Es en estos casos que
se puede considerar el uso de la estimulacion cerebral profunda. En la mayoria de
los pacientes, la terapia con DBS permite reducir la dosis de levodopa diaria,
disminuyendo asi los efectos adversos como la distonia, y mejora sintomas motores
como el temblor. Actualmente los sitios anatbmicos mas utilizados para tratar la EP
con DBS son el nucleo subtaldmico y el nucleo globo palido interno. En ensayos
clinicos aleatorizados no se ha encontrado la superioridad de uno sobre otro (Follett
et al., 2010). Con todo, y a pesar de la existencia del tratamiento, no alivia todos los
sintomas.
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Generalidades de la estimulacion cerebral profunda

El uso de la electricidad para explorar las funciones del cerebro humano tuvo su
comienzo en el inicio del siglo XX. Uno de los mayores exponentes fue Penfield,
quien adoptd el ‘Procedimiento de Montreal’ que consistia exponer el cerebro de
pacientes con epilepsia usando unicamente anestesia local. Asi, con el paciente
despierto, Penfield realizaba la estimulacidén eléctrica en diferentes partes de la
corteza cerebral recibiendo retroalimentacion del paciente sobre los efectos que
éste percibia mientras encontraba el sitio responsable de las crisis epilépticas y se
lesionaba (Penfield, 1936). Ademas, con la invencién del aparato estereotaxico se
comenzaron a utilizar las técnicas de estimulacién para hallar sitios de interés en
blancos mas profundos y para diversas enfermedades, pues no existia otro tipo de
tratamiento (Gardner, 2013). Esto inauguro el uso de técnicas de estimulacion para
la localizacion de blancos en el cerebro y posteriormente para el tratamiento de
enfermedades.

Empero, la estimulacién cerebral profunda moderna no comenzé sino hasta la
década de los 90s, cuando se comenz6 a adaptar los estimuladores subcutaneos
utilizados para marcapasos cardiacos a electrodos cerebrales (Hariz et al., 2010).
Uno de los primeros ejemplos de DBS con parametros de estimulacion e
indicaciones similares a los que se utilizan hoy fue para el tratamiento de temblor
en la enfermedad de Parkinson. Se combiné la talamotomia unilateral del nucleo
ventral intermedio del talamo (el tratamiento quirurgico estandar en la época) con el
implante de un electrodo de estimulacion en el nucleo talamico contralateral
(Benabid et al, 1987). Esto logré buenos resultados en cuanto a la disminucion del
temblor y la capacidad de los pacientes para realizar movimientos voluntarios.
Curiosamente, en este estudio se menciona que el protocolo de estimulacién usado
fue de 130Hz (considerado como alta frecuencia, high-frequency) porque era el
limite superior que el estimulador podia alcanzar. Sin embargo, investigaciones
subsecuentes corroboraron que en efecto estos parametros de estimulacion suelen
ser los mas efectivos (Limousin et al., 1995). Asi, se augurd el inicio de la
estimulacion cerebral profunda como se aplica hoy en dia.

Si bien la estimulacién cerebral profunda a alta frecuencia (HF, high frequency) se
utilizé primeramente en trastornos motores, hoy en dia las indicaciones para la
misma han crecido y son variadas. Existen indicaciones para DBS en problemas
tanto neuroldgicos como psiquiatricos. Entre los problemas neuroldgicos en los que
se ha probado la DBS estan la enfermedad de Parkinson, el temblor esencial,
distonia, epilepsia, la enfermedad de Alzheimer, entre otros. Por otra parte,
trastornos neuropsiquiatricos como el trastorno obsesivo compulsivo, el trastorno
depresivo resistente a tratamiento, la obesidad y la anorexia nerviosa, la adiccion,
dolor crénico, entre otros (Lee, Lozano, Dallapiazza, & Lozano, 2019; Lyons, 2011).
Ademas, junto con la variedad de patologias para los que se ha implementado la
DBS, se han estudiados varias regiones anatdomicas para la implantacion de
electrodos. Por ejemplo, para la enfermedad de Parkinson se encuentran aprobados
por la FDA actualmente los nucleos subtalamico y globo palido interno; sin embargo,
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existen ensayos clinicos en los que se han implantado los electrodos en el talamo,
el nucleo pedunculopontino y el nucleo basal de Meynert (Lyons, 2011).

No obstante, los mecanismos que subyacen a la eficacia de la DBS no son
del todo claros.

Teorias sobre el mecanismo de accién de la estimulacion cerebral profunda

Desde su implementacion ha habido una gran cantidad de investigacion para
intentar dilucidar el mecanismo de la estimulacion cerebral profunda. Existen
algunas vertientes en las hipotesis de su funcionamiento, que se resumen en el
esquema a continuacion.

Estimulacion cerebral profunda

Genera una Genera una Genera un
activacion del inhibicidon filtro
sitio blanco funcional sinaptico

Tiene efectos
de red

La idea de la estimulacion cerebral profunda como un método para generar
inhibicion funcional en el sitio de implantacion de los electrodos sigue un paso légico
a partir de los tratamientos previos que involucraban lesiones. Previo a la invencion
de la DBS el tratamiento quirurgico para la EP avanzada consistia en realizar
ablaciones de distintos blancos quirurgicos (Walter & Vitek, 2004). En particular se
realizaban lesiones generalmente en el talamo (en el nucleo intermedio), en el
subtalamo y en el globo palido interno. De hecho, en la descripcion original de la
técnica moderna de estimulacion cerebral profunda se utilizé una combinacion de
lesion en un hemisferio junto con la estimulacién eléctrica a alta frecuencia en el
otro hemisferio (Benabid et al., 1987). Asi, fue una explicacién légica el que la DBS
generara una inhibiciéon funcional.

Esfuerzos para comprobar esta hipétesis de inhibicién funcional han arrojado
resultados variados, algunos de ellos compatibles con inhibicion. Desde el punto de
vista de la electrofisiologia de la célula Unica, se ha comprobado que la estimulacion
a alta frecuencia puede bloquear ciertas corrientes dependientes de voltaje
(Beurrier, Bioulac, Audin, & Hammond, 2001a; Do & Bean, 2003), en especifico
corrientes de sodio y de calcio. Este efecto es reversible con el paso de tiempo, y
estas corrientes vuelven a ser funcionales (Figura 4A). Por otro parte, registros en
el globo palido interno de primates han revelado que aplicar estimulacién a alta
frecuencia en la vecindad de la unidad registrada puede inhibir la actividad de ésta
(Figura 4B, (Chiken & Nambu, 2016)). Este efecto es reversible aplicando
bloqueadores de canales de GABA. Asi, se comprueban por lo menos dos
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mecanismos para la inhibicidn del sitio de implantacion del electrodo de estimulacién
cerebral profunda cuando se aplican pulsos a alta frecuencia. Esto es relevante y
concuerda con la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson, pues existen
estudios que revelan que la actividad del nucleo GPi en primates con deplecion
dopaminérgica es mas elevada que en controles, y disminuye tras la aplicacion de
estimulacion a alta frecuencia (Boraud, Bezard, Bioulac, & Gross, 1996; Moran,
Stein, Tischler, Belelovsky, & Bar-Gad, 2011).
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Figura 4. La estimulacion cerebral profunda genera una inhibicién funcional

del sitio blanco. A. Registros electrofisioldgicos patch clamp en la modalidad de célula completa
de neuronas del ndcleo subtalamico antes, durante y después de aplicar estimulaciéon a alta
frecuencia (HFS, 250Hz) cerca del a célula registrada. En la segunda fila se muestran registros en
fijacion de corriente en donde la inyeccién de un pulso de corriente de 80pA en cada uno de los tres
periodos de tiempo. Es visible que ante esta inyeccién de corriente en el periodo pre estimulacion,
se generan potenciales de accién con un umbral de -42mV. Inmediatamente después de la HFS, la
inyeccién de corriente debe ser mayor (100pA) para generar un potencial de accion, y el umbral al
que este ocurre es mayor (-27mV). Tras dejar pasar tiempo, la excitabilidad de la membrana retorna
a ser mas parecida a la basal y el umbral de disparo baja a -40mV. En la tercera fila se muestran
registros en fijacion de voltaje. Se genera una rampa de despolarizacion de 5mV/s y en el periodo
pre estimulacion se inducen dos tipos de corrientes: la de canales de sodio rapidos, vistas como
espigas, y una corriente de sodio lenta, vista como una deflexién negativa sobre la rampa. Tras dar
la HFS ambas corrientes desaparecen. Cuando se deja pasar tiempo, ambas corrientes reaparecen
y pueden ser bloqueadas con TTX (bloqueador de canales de sodio). Adaptada de (Beurrier, Bioulac,
Audin, & Hammond, 2001b)]. B. En esta figura se presenta un raster del registro de una neurona del
globo palido interno en un primate. Este raster esta alineado al inicio de un tren de estimulacién a
alta frecuencia (100Hz) mediante un electrodo de estimulacién en la cercania del electrodo de
registro. Se muestra el histograma perievento. En la parte inferior se muestra el mismo protocolo,
pero habiendo infundido gabazina (antagonista competitivo de los receptores de GABA). El resultado
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es un aumento en la frecuencia de disparo. Esto sugiere que los efectos inhibitorios vistos en el panel
superior son dependientes de liberacion sinaptica de GABA [Adaptado de (Chiken & Nambu, 2014)].

Asimismo, existen datos que sugieren que también es posible generar una
activacion del sitio blanco (Chiken & Nambu, 2016). También se han descrito
mecanismos que dependen de la sinapsis: tras la estimulacion a alta frecuencia
parece haber una depresion de las sinapsis aferentes al sitio de estimulacion,
generando asi un filtro sinaptico’ (Rosenbaum et al., 2014). También se le ha
atribuido una falla de conduccién a los axones, pues evidencia experimental y
computacional apunta a que los axones no pueden conducir a altas frecuencias
(Bucher & Goaillard, 2011). Asi, la estimulacion a alta frecuencia generaria una
pérdida de fidelidad en la conduccién axdnica y una deplecion de neurotransmisores
en la terminal que en conjunto funcionarian como un filtro de informacion. Estas
hipodtesis, en donde la accion de la estimulacion cerebral profunda a alta frecuencia
genera un filtro sinaptico, son utiles para explicar como los ritmos andmalos
caracteristicos de la enfermedad desaparecen (Dejean, Hyland, & Arbuthnott,
2009). Se predice que los patrones de rafaga que suelen estar presentes en los
ganglios basales lesionados sean filtrados y no puedan generar la propagacién de
las oscilaciones anémalas (Ammari, Bioulac, Garcia, & Hammond, 2011).

Por otra parte, no es posible ignorar que axones aferentes al sitio de estimulacion a
alta frecuencia también pueden generar potenciales de accion antidromicos. Esto
generaria una modulacién ‘de red’ a nivel de las regiones que proyecten hacia el
sitio de estimulacion y posteriormente a nivel del cerebro completo (Alhourani et al.,
2015). En la Figura 5 se detallan los hallazgos de un estudio que buscaba evaluar
la repercusion de la HFS DBS en el nucleo subtaldamico sobre la corteza motora. Se
encontré que esta estimulacion puede generar potenciales de accion antidromicos
(a través de la via hiperdirecta, Figura 5A). La frecuencia de estos potenciales
antidrémicos correlaciona con la disminucion de la bradicinesia del animal (Figura
5C), por lo que parece tener participacion en el mecanismo de accion de la
estimulacion cerebral profunda. Asimismo, la actividad oscilatoria y correlacionada
entre si de las neuronas de la corteza motora parece disminuir y adoptar un patrén
menos oscilatorio (Figura 5D y E, (Li et al., 2012)). A pesar de que se muestra una
correlacion entre la frecuencia de los potenciales antidromicos y la movilidad del
animal, no queda claro si la relacion es causal. En este mismo set de datos, puede
caber la posibilidad de que la disminucion del patron de disparo en rafaga (que
disminuye con el aumento de los antidrédmicos) tenga mayor correlacion con la
disminucién de bradicinesia.
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Figura 5. La estimulacion cerebral profunda a alta frecuencia en el nucleo

subtalamico modula la corteza motora. A. Se muestran registros de unidades en la
corteza motora en donde se evocan potenciales de accion antidromicos o colisiones tras la
estimulacion (flecha roja). B. Estos potenciales de accion antidromicos tienen una frecuencia maxima
alrededor de 125Hz de estimulacién. C. La frecuencia de disparo de los potenciales antidréomicos
tiene una correlacion lineal con el tiempo que el animal pasa en movilidad en el rango de 20 a 40Hz.
D. Los patrones de disparo oscilatorios (en burst) y correlacionados entre si que han sido descritos
como parte de la fisiopatologia de la EP, disminuyen ante la aplicacion de HFS en el nucleo
subtalamico. E. La correlacion que existe entre la actividad de las neuronas de la corteza motora en
un animal lesionado disminuye ante la aplicacion de la estimulacion cerebral profunda. [Adaptada de
(Li et al., 2012)]

La funcion del nucleo Globo Palido interno / nucleo Entopenduncular

A pesar de la eficacia clinica de lesiones o estimulacion cerebral profunda sobre el
nucleo Globo Palido interno, resulta paradéjico que la destruccién o inhibicion de
este no genere conductas hiperkinéticas. Es decir, si el nucleo se encuentra sobre
activado durante la enfermedad, y esto genera bradicinesia y conductas de rigidez,
se sugeriria un efecto opuesto ante la destruccién o inhibicion de éste (Nambu,
Tachibana, & Chiken, 2015). No obstante, la evidencia clinica no demuestra este
efecto adverso (Follett et al., 2010).

Si bien el Globo Palido interno se ha estudiado en el contexto de la
enfermedad, es importante conocer cual es su funciéon en un organismo sano. Para
esto, se han realizado estudios en donde se ha encontrado que existe una
correlacion entre la frecuencia de disparo de algunas neuronas de este nucleo con
parametros motores de un movimiento (Anderson & Turner, 1991). Sin embargo,
este mismo grupo encontré que esta correlacion desaparece cuando el contexto de
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la tarea cambia, a pesar de estar realizando el mismo movimiento (ver Figura 6A).
Se genero la hipoétesis de que los movimientos memorizados son los que requieren
a este nucleo.

Se ha encontrado que cierto grupo de neuronas del nucleo GPi realiza
diversas funciones de recompensa. En particular, se ha encontrado que neuronas
del globo palido interno que proyectan a la habénula lateral en primates pueden
codificar la expectativa de la recompensa (ver Figura 6B). Interesantemente, esta
funcién de codificar expectativa no es dependiente del movimiento, pues la
respuesta neural se modifica cuando la contingencia cambia. Es decir, es una
respuesta que es dependiente de la evaluacion de la accion. Esto se corroboro en
roedores, encontrandose también una relacién entre la frecuencia de disparo
incrementada ante estimulos no recompensados y un decremento en la actividad
neural ante estimulos recompensados. Mas aun, este tipo de respuestas neurales
se encontraron en unidades que fueron fotoidentificadas como VGlut2+. Es decir, la
respuesta neural de evaluacién parece estar restringida a una poblacion
genéticamente especifica (Figura 6C, (Stephenson-Jones et al., 2016)).
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Figura 6. El ndcleo Globo Palido interno / Entopeduncular tiene funciones

motoras y de evaluacion/prediccion de recompensa. A. Se analizaron las respuestas
neurales del GPi en primates en una tarea en la que debia desplazar la mano desde un punto central
a un punto periférico que se encendia junto con un tono (estimulo respuesta), cuando el punto
periférico se encontraba ya encendido y se le daba un tono (guiado), y sin sefial de tono (autoiniciado)
[Adaptado de (Turner & Anderson, 2005)]. B. En primates, se realizé un experimento para registrar
neuronas del GPi que proyectaran hacia la habénula mediante estimulacion antidromica. El primate
debia realizar una sacada (movimiento ocular) hacia uno de dos sitios tras un tono. Se dividi6 a los
ensayos en recompensa derecha (azul en raster) y recompensa izquerda (rojo). Las respuestas
neurales indican que la neurona responde con un aumento de la frecuencia de disparo ante una
respuesta no recompensada y una disminucidon de su frecuencia de disparo ante un evento
recompensado. Es importante mencionar que la respuesta neural no depende del sitio al que el
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primate deba hacer la sacada, y se modifica de acuerdo al cambio en contingencia [adaptado de
(Hong & Hikosaka, 2008)]. C. 1) Se establecioé que entre las neuronas que proyectan a la habénula
(marcador rojo retrégrado inyectado en la habénula), estan aquellas que son Vglut2+ (marcadas
mediante un animal transgénico, verde). 2) En una tarea en roedor en cabeza fija, se le presentaban
estimulos condicionados (tonos) y se evocaban respuestas mediante estimulos no condicionados
(gotas o pufs de aire en la cara). Asi, los roedores aumentaban su taza de lengueteo cuando el tono
implicaba una recompensa. 3) Las respuestas neurales se graduaban de acuerdo al valor del
estimulo no condicionado, decrementando su frecuencia de disparo ante estimulos recompensantes.
4) Se verificd que aquéllas neuronas que tenian las respuestas ya mencionadas eran Vglut2+
(mediante fotoidentificacion) [adaptado de (Stephenson-Jones et al., 2016)].

En resumen, la fisiologia de la enfermedad de Parkinson no ha sido completamente
dilucidada. Se sabe que esta ligada a los niveles de dopamina cerebrales, pues
existe evidencia anatomo-patologica que liga la gravedad del cuadro clinico con la
cantidad de neuronas dopaminérgicas que el paciente tiene. Por otra parte, el
tratamiento con agonistas dopaminérgicos mejora los sintomas de la misma. Existen
modelos animales como el roedor lesionado con 6-OHDA que replican algunos de
los hallazgos presentes en pacientes y puede ser utilizado para explorar la
fisiopatologia de la enfermedad, asi como la efectividad de algunos tratamientos.

Entre los tratamientos de esta enfermedad se encuentra la estimulaciéon
cerebral profunda, que mejora los sintomas motores y en algunos casos los no
motores. Para este tratamiento hay un gran y variado numero de hipétesis sobre su
mecanismo de accion, sin que haya prueba contundente sobre un mecanismo como
el mas probable. Mas aun, en vista de la efectividad clinica para la EP, el tratamiento
con estimulacion cerebral profunda se ha extendido hacia otras enfermedades. Esto
resalta la necesidad de generar conocimiento sobre el mecanismo de accién, no
solo para explicar los eventos clinicos, si no para poder extrapolar estas funciones
y generar terapias mas especificas para cada enfermedad.
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Pregunta Experimental

¢, Cual es el mecanismo de accién de la estimulacion cerebral profunda a alta
frecuencia en el globo palido interno en un modelo de ratén hemiparkinsoniano?

¢ La estimulacién cerebral profunda genera su efecto mediante una inhibicién

funcional del sitio blanco?

¢La inhibicién del Globo palido interno genera una mejora en la actividad

motora de un modelo de ratdon hemiparkinsoniano?

Hipotesis

La deplecidon dopaminérgica causa la disminucion de la excitabilidad en las
neuronas de la via directa mientras que aumenta la excitabilidad en neuronas de la
via indirecta (Figura 7A-C), incrementando la actividad del nucleo entopeduncular
(Figura 7E). Esta ultima correlaciona con la conducta de giro ipsilateral a la lesidn
en el modelo animal de enfermedad de Parkinson. La inhibicién del nucleo
entopeduncular correlacionaria con una mejora de la conducta motora del modelo

experimental de la enfermedad de Parkinson.
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Figura 7. Hipodtesis del funcionamiento del ndcleo entopeduncular en un
roedor control y uno con deplecion dopaminérgica. A. Esquema representativo de las
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vias de proyeccion del estriado (directa en rojo, indirecta en azul). B. Las neuronas de la via directa
aumentan su excitabilidad de la membrada ante la aplicacion de agonistas dopaminérgicos D1
[adaptado de (Hernandez-Lépez et al., 1997)]. C. Las neuronas de la via indirecta disminuyen la
excitabilidad de su membrana ante agonistas dopaminérgicos D2 [adaptado de (Hernadez-Lépez et
al., 2000)]. D. Interconectividad de la via directa y la via indirecta hacia los nucleos de salida
(GPi/SN). E. Hipotesis de qué ocurre tras la depleciéon dopaminérgica: las neuronas de la via directa
(D1) disminuyen de tono, disminuyendo asi su actividad inhibitoria sobre los nucleos de salida. Las
neuronas de la via indirecta aumentan su tono, pues no reciben la modulacion negativa por parte de
la dopamina. Esto aumenta la inhibicion sobre las neuronas del nicleo GPe, que a su vez disminuyen
su inhibicion sobre los nucleos de salida. Estos efectos culminan en un aumento de la actividad de
los nucleos de salida, el globo pélido interno y la sustancia nigra.
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Metodologia

Los experimentos que se presentan a continuacion se realizaron bajo el protocolo
aprobado por la comision de manejo de animales experimentales del Instituto de
Fisiologia Celular (CICUAL: FTA2018).

Lesion con 6-hidroxidopamina

Para el presente estudio se utilizaron ratones adultos (20-30g), silvestres de la cepa
C57BL6 y transgénicos D1-Cre (Gerfen, Paletzki, & Heintz, 2013). Con el animal
bajo anestesia (isoflurano 1-2%) y colocado en el aparato estereotaxico se procedio
a realizar una incision en la linea media de la piel sobre el craneo. Se realizé un
trépano y una inyeccién de 1 microL (3.6mg de 6-OHDA/mL en solucién 0.9% NacCl,
0.2% &ac. ascoérbico) en las coordenadas -1.1 AP, 0.9 lateral, 4.75 DV. La inyeccion
se realiz6 con micropipetas de vidrio y un NanoJect a 9.2nL/5seg (Drummond
Scientific). Los animales se suturaron y se monitorizaron durante su recuperacion.

Debido a la excesiva pérdida de peso de algunos animales, se implementd una
sustitucion caldrica e hidrica mediante dieta liquida hipercalérica (a base de aceite
vegetal y sacarosa), intra-esofagica e inyeccion subcutanea de NaCl al 0.9%.

Implementacion de sistema de lectura de conducta

Se realiz6é un programa mediante Bonsai (Lopes et al., 2015) y Matlab para detectar
al raton en un video de campo abierto. Mediante este programa se obtienen las
mediciones de trayectoria de desplazamiento, velocidad, distancia y rotacion.

Estandarizacion del vector viral AAV2-hsyn-Arch3.0

En un ratén silvestre se realizé una inyeccién unilateral de 500 nl de AAV2-hSyn-
Arch3.0 (UNC Vector Core, titulo 1x10'? copias de genoma viral/ mL) en la regién
anatomica del nucleo entopeduncular (coordenadas AP -1.1, ML 0.9, DV -4mm). Se
realizd el implante de wun optrodo (electrodo fabricado por Innovative
Neurophysiology, 16 alambres de tungsteno de 32 micras, fibra optica acoplada a
un electrodo de registro de 16 canales) en la misma region anatémica. Se coloco al
ratdbn en el campo abierto y se administraron pulsos de luz de 5 segundos de
duracion. A través del software BLACKROCK (Cereplex Direct, Blackrock
Microsystems, UT) se registré la actividad multi-unitaria.

Por otra parte, en un ratdn silvestre se realizo la infeccion con el mismo virus en la

region del talamo para realizar experimentos de electrofisiologia in vitro con técnica
de célula completa convencional.
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Activacion de fibras aferentes al GPi

Animales transgénicos D1-Cre fueron infectados unilateralmente con AAV2-DIO-
ChR2-ET/TC (UNC Vector Core, titulo 1x10'? copias de genoma viral/ mL) en el
estriado dorsal (coordenadas AP 0.5, ML 1.5, DV -2.2mm). Asi, se logro la expresion
de la opsina en la via directa estriatal de manera unilateral. Ademas, se les realiz6
la lesién con 6-OHDA en el mismo hemisferio. Finalmente, se implanté una fibra
optica (200 micras) en el nucleo entopeduncular.

Inhibicion del GPi

En ratones silvestres lesionados se realizé ademas una infeccién con 250 nL del
vector viral AAV2-hsyn-Arch3.0 TC (UNC Vector Core, titulo 1x10'2 copias de
genoma viral/mL) en el sitio del nucleo GPi. Se coloco una fibra 6ptica de 300 micras
de diametro sobre el nucleo.

Prueba de protocolos 6ptimos de estimulacion en el GPi

Los ratones lesionados, infectados con alguno de los dos vectores virales e
implantados con una fibra éptica en el nucleo entopeduncular fueron sometidos a
diferentes protocolos de estimulacion para evaluar la eficacia en disminuir la
bradicinesia y giro ipsilateral a la lesidén. Las fibras Opticas implantadas de los
ratones se conectaron a un LED de longitud de onda de 488 nm o a un laser con
longitud de onda de 558 nm dependiendo de la opsina expresada. Se permitia a los
animales 5 minutos de aclimatacion en la arena para después realizar la
estimulacion con el protocolo seleccionado durante treinta segundos.
Posteriormente, se repetia el protocolo después de 90 segundos. Se realizo este
ciclo cinco veces, como se ilustra en la Figura 8.

Fntra al campd
abierto

Sale del campo

de estimulacigon  de descanso

Protocolos de
estimulacion
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Figura 8. Protocolo experimental para probar la efectividad de las
manipulaciones optogenéticas sobre la conducta motora espontanea del

animal lesionado. Los animales lesionados e implantados con una fibra éptica en el nucleo
entopeduncular eran colocados en un campo abierto. Tras 5 minutos de periodo basal, se hacia
llegar un protocolo de iluminacién hacia la fibra éptica durante treinta segundos. Se esperaban 90
segundos entre cada periodo de estimulacion, para llegar a un total de 5 periodos. Tras esto, el
animal era retirado del campo abierto y descansaba por un minimo de 20 minutos antes de probar
otro protocolo de estimulacion. El orden de los protocolos se hizo al azar.

Microestimulacion cortical para el mapeo funcional de la corteza motora

Para poder identificar las coordenadas de la corteza motora correspondientes a la
region del brazo contralateral, se realizaron tres experimentos de microestimulacion.
Se colocé al animal en el aparato estereotaxico bajo anestesia (ketamina 0.15 mg/g
de ratén + xilazina 0.01 mg/g de raton). Se realiza el acceso a la corteza motora
mediante incision en la piel y trepanacion de una ventana de al menos 2 mm de
diametro alrededor del punto (AP +1, ML 1). Utilizando un electrodo bipolar
concéntrico de 300 micras se realizd estimulacidon en la superficie de la duramadre
con 15 pulsos cuadrados de 200 microsegundos a una frecuencia de 200Hz
mediante un aparato estimulador (DS2, Digitimer). Con la administracién de pulsos
de voltaje 30-100V se corroboraba el movimiento contralateral mediante una
camara. Esta estimulacion se realizé una cuadricula cada 100 micras en direccion
AP y ML. Se tomo nota del punto en donde se lograba la estimulacién del biceps
braquial contralateral. Con el promedio de los resultados obtenidos en estos
animales (Tabla 1), se implanté el electrodo en animales lesionados.

Tabla 1. Coordenadas estereotaxicas de microestimulacién cortical que
evocaron mayor movimiento en el biceps braquial.

ANIMAL COORDENADA COORDENADA
ANTERO- MEDIO-
POSTERIOR LATERAL (MM)
(MM)

1 0.5 1.5

2 0 1.5

3 0.5 1.5

PROMEDIO 0.3 1.5

Electrofisiologia in vivo

En dos animales transgénicos D1-Cre se realiz6 la infeccion estriatal derecha de
ChR2-ET/TC asi como lesion con 6-OHDA en el mismo hemisferio. Posteriormente,
se implantd una fibra 6ptica en el nucleo entopeduncular. Asimismo, se implant6 un
electrodo de registro (un arreglo de 16 alambres de 32 micrometros, mévil en el eje
dorsoventral) en las coordenadas previamente establecidas para M1, regién de la
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extremidad superior (AP +0.3, ML 1.5, DV 0.2). Estos animales fueron registrados
en campo abierto utilizando los mismos protocolos de estimulacion previamente
descritos (Figura 9). Se obtuvo video de los animales mientras fueron registrados.

D1-Cre + 6-OHDA (MFB) +

Figura 9. Esquema del experimento para registrar el potencial local de campo
de la corteza motora primaria. Esquema representativo de la posicion del
electrodo vy la fibra.

Analisis de sefal electrofisiolégica de campo

Las espigas se detectaron en linea mediante el software de adquisicion (Cerebrus,
Blackrock Microsystems). Para esto, la sefal se filtré con un filtro pasa altas de
600Hz y se clasificaron espigas mediante el uso de un umbral y hoops. De manera
offline se procedioé a mejorar esta clasificacién con el uso del software Offline Sorter
(Plexon).

Los analisis de potencial local de campo se realizaron sobre la sefial adquirida a
1,000Hz con scripts escritos en Matlab. Se aplicd un filtro pasa bajas de 150Hz
(Butterworth, orden 4). Se correlaciond la sefal electrofisiologica con la trayectoria
detectada del video grabado simultaneamente. Se identificaron segmentos de
movilidad e inmovilidad. Estos segmentos se analizaron visualmente (tanto el video
como la senal electrofisioldgica) para no incluir sefales con artefactos. En seguida,
se realizd un detrending para disminuir las fluctuaciones lentas. Con el uso de la
paqueteria Chronux (Bokil, Andrews, Kulkarni, Mehta, & Mitra, 2010) se realizé la
descomposicion en tiempo y frecuencia de la sefial. Se analizaron las frecuencias
1-50Hz con una resolucion de 100 puntos, multitapers dinamicos (1 a 5, Slepian) en
bines de 1s con sobrelape de 0.5s. Los graficos de densidad espectral de potencia
(PSD, por sus siglas en inglés, power spectral density), se realizaron con la funcién
de pwelch de Matlab. Estos se segmentaron en las frecuencias correspondientes a
alfa (8-12Hz), beta (12-40Hz), gamma bajo (40-55Hz), gamma alto (55-100Hz),
delta (1-4Hz) y teta (4-8Hz). Para determinar diferencias estadisticas se utilizé un t-
test pidiendo una p<0.05.

Tarea conductual de giros dirigidos a un objetivo
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Se estandarizé una tarea conductual con el objetivo de generar conducta de giro
estereotipado y repetitivo en los animales. Para esto, se utilizaron ratones C57BL6
machos de 2-4 meses de edad, deshidratados a 80-85% de su peso corporal.

Se cred un prisma triangular (40cm de lado, 60cm de alto) con paneles de plastico
PVC. En la mitad de dos aristas (lados) se colocd un puerto dispensador de gotas
de agua con sensores infrarrojos. La tarea se programé en Bonsai (https://bonsai-
rx.org//introduction/), Arduino UNO y Python. Se utilizaron diferentes fases para que
el animal adquiriera la conducta final (Figura 10). El animal debia aproximarse a la
esquina con la zona activa y esperar 1 s en inmovilidad (medida como una diferencia
baja en cambio de pixeles de cuadro a cuadro). Posteriormente, sonaba un tono de
200 ms (a través de un twitter). El tono indica la liberacion de agua en el puerto
izquierdo o derecho (p= 0.5 para cada tono). Si el animal genera un lengletazo en
el puerto correcto, se libera una gota de agua (5-10 microL). Si el animal se dirige
al puerto incorrecto, las luces de la caja conductual se apagan por 10 s (Figura 10).

Fase 0 Fase 1 Fase 2 o Fase 3 __Fased

T adias T sdias i6dias  Gdas T sdias

A=pl0.5)
Esquina

Bep(0.3)
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correcto

Espera is

mmévil_|_|—

|—16-| _Puerto
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O e Tono | i Puerto | Tiempo
Puerta A=pi0.5), \ correcto Fuera
Resompensa_l— currectc—l— Recompensa_____ |
i tiempo
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Figura 10. Entrenamiento por fases para generar una conducta de giro
estereotipado. Durante la Fase 0, se liberan gotas de agua en cada bebedero de manera
alternada. Cuando el animal consume la gota, suena un tono. En la Fase 1, se le pide al animal que
active la zona activa para recibir el tono. El tono indica si la gota se liberara en el puerto izquierdo o
el derecho. Esta zona activa se controla a través de la cdmara de video y se procede a hacerla mas
chica conforme pasan los dias. En la Fase 2 se afade la condicién de que los ensayos en los que el
animal responde de manera incorrecta, las luces de la caja de conducta se apagan durante 10s. En
la Fase 3, el animal debe permanecer cada vez mas tiempo en la zona/esquina para que suene el
tono, hasta llegar a 1 segundo. Finalmente, en la Fase 4 el tono que el animal recibe se reduce a
200ms.

Cirugia de implante de electrodo en animales entrenados y registro
electrofisiologico

Tras un entrenamiento de alrededor de un mes, se oper6 a 5 animales entrenados
en la tarea conductual de manera similar a la ya mencionada (ver arriba). sin
embargo, se eligieron las coordenadas para alcanzar al nucleo entopeduncular.
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Tras 3 dias de recuperacion, se procediod a reentrenar a los animales de manera
que alcanzaran un desempefo adecuado para el registro. Por ultimo, se registro
durante 7-15 dias a cada animal, avanzando 50-100 micrometros el electrodo tras
cada sesion de registro.

Analisis de datos electrofisioldgicos

Se realizaron registros del nucleo entopeduncular de los ratones, entrenados en la
tarea de giro, durante la conducta. Las unidades se clasificaron mediante métodos
en linea (hoops, Blackrock Microsystems) y por algoritmos de PCA manuales fuera
de linea (Offline Sorter, Plexon). Los tiempos de disparo de las unidades se
exportaron a Matlab y se analizaron mediante programas ad hoc.

Para el analisis de la codificaciéon izquierda-derecha? se recurrié a transformar las
espigas a una sefal continua mediante una convolucion de las espigas con una
funcién gausiana (sigma= 25 ms). Se obtuvo el promedio de los intervalos inter-
evento de la tarea conductual (tono-pico vuelta y pico-vuelta- recompensa). La sefal
continua de cada unidad durante cada ensayo se re-escalo hacia el promedio de
estos intervalos inter-evento mediante interpolacion linear (Figura 11). A
continuacion, se analizé mediante curvas de Receiver Operating Characteristic
(ROC) para comparar entre la frecuencia de disparo de las unidades durante los
ensayos a la izquierda y a la derecha.
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Figura 11. Procedimiento de convolucion y posterior reescalamiento de las
espigas de las unidades registradas. Ay B. Arriba, se muestran las espigas durante un
ensayo a la derecha y un ensayo a la izquierda de una unidad. Abajo, se realiza la convolucién de
estas espigas con una funcion gausiana (sigma=25 ms). C. Se reescalan las sefales a el promedio
de los intervalos inter-evento. De esta manera las dos sefiales son directamente comparables. Note
que la informacion de la frecuencia alrededor de cada evento se preserva.
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Resultados

Objetivos 1y 2. Implementacion del modelo de ratdon hemiparkinsoniano y de
un sistema de seguimiento por video

Para implementar el modelo de raton hemiparkinsoniano se realizaron inyecciones
de 6-OHDA en el haz prosencefalico medial de manera unilateral, con el objetivo
eliminar las neuronas dopaminérgicas de un solo hemisferio. Posteriormente, se
realizaron programas en Bonsai (Lopes et al., 2015) y Matlab para poder seguir a
un raton mediante un sistema de video. Esto permitié colocar a los ratones en un
campo abierto y registrar su trayectoria, haciendo mediciones de la velocidad de
desplazamiento y la velocidad angular.

En los ratones lesionados con 6-OHDA disminuyen las fibras dopaminérgicas
del estriado del hemisferio lesionado. La Figura 12A presenta un ejemplo de un
animal lesionado y tefido mediante técnicas de inmunohistoquimica para tirosina
hidroxilasa, que es?. El hemisferio derecho muestra que esta marca esta ausente
por completo del estriado, lo que significa que las fibras dopaminérgicas fueron
eliminadas exitosamente mediante la administracion de 6-OHDA.

Los ratones hemiparkinsonianos presentan una conducta de bradicinesia y
giro espontaneo ipsilateral a la lesion. Con el uso de seguimiento por video de los
ratones en campo abierto, se logré registrar la trayectoria y hacer calculos de
velocidad y giro. En la Figura 12B se presentan las trayectorias realizadas por un
animal control y un hemiparkinsoniano durante 5 minutos, siendo evidente el menor
desplazamiento del animal lesionado, asi como la presencia de una trayectoria en
giros.
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Figura 12. Implementacion del modelo de ratébn hemiparkinsoniano y un

sistema de seguimiento por video. A. Fotomicrografia por microscopio confocal de una
rebanada de cerebro de ratén hemilesionado tras realizar la inmunohistoquimica para tirosina
hidroxilasa (TH). Note que el hemisferio derecho, el lesionado, no muestra marca. B. Se presentan
los datos de seguimiento por video durante 5 minutos de un animal control y un hemiparkisoniano.
Note que el animal hemiparkinsoniano realiza una trayectoria de vueltas. C. Se grafican los datos de
velocidad promedio durante ventanas de 1 segundo de animales controles y animales lesionados
(p<0.0001, prueba t de Student). D. Se muestran los datos de rotaciones seguidas por video durante
15 minutos. Es visible que los animales lesionados realizan mayor cantidad de vueltas a la derecha,
ipsilaterales a la lesion.

De esta manera, se concluye que el inyectar 6-OHDA en un hemisferio de los
ratones genera una deplecion dopaminérgica que se asocia a una conducta de
bradicinesia y giro ipsilateral a la lesion.

Objetivo 3a: Activacion de fibras aferentes al GPi mediante ChR2 ET/TC

Con la hipétesis de que la estimulacion cerebral profunda genera una inhibicién en
el sitio blanco de estimulacion, se plantedé generar inhibicidon en el nucleo
entopeduncular (analogo al globo palido interno humano) ipsilateral a la lesiéon. Una
estrategia experimental posible es la activacion de las fibras gabaérgicas aferentes
al nucleo. Con este objetivo, se planted expresar la opsina excitatoria ChR2 ET/TC
en las fibras gabaérgicas de la via directa. Estas fibras son aferentes al nucleo
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entopeduncular y su activacion generaria una inhibicion sobre el mismo. La opsina
modificada ChR2 ET/TC se eligio sobre la channelrhodopsin silvestre, debido a que
sus cinéticas de activacion, inactivacion y recuperacion son mas rapidas. Esto
permite llegar a frecuencias de estimulaciéon mas altas (Berndt et al., 2011).

Enla Figura 13A se muestra la estrategia experimental: en animales D1-Cre,
transfectados en el estriado dorsal para expresar la opsina ChR2 ET/TC y
lesionados ipsilateralmente con 6-OHDA en el haz prosencefalico medial (MFB), se
implanté una fibra éptica sobre el nucleo entopeduncular. Tras 3-4 semanas de
recuperacion y permitiendo asi la Optima expresion de la opsina se procedid a
colocar a los animales en un campo abierto para probar el efecto de diferentes
frecuencias de estimulacion sobre la conducta motora del animal. En la Figura 13B
se muestran desglosados los dos parametros medidos de uno de los protocolos de
estimulacion del animal: giro (como grados de giro acumulados) en el panel
superior, y velocidad de desplazamiento en el panel inferior). Se muestra en
sombreado azul los segmentos de tiempo estimulacion (50Hz con pulsos de 5 ms
durante 30 segundos en este caso). Los datos de esta figura muestran que en el
segmento inicial (de 0-350 s) el ratén genera movimientos de desplazamiento que
se asocian exclusivamente al giro ipsilateral a la lesién. En este tiempo, el animal
no presenta movimientos de desplazamiento con giro contralateral a la lesion. Esto
es caracteristico del modelo de raton con hemideplecion dopaminérgica (Konieczny,
Czarnecka, Lenda, Kaminska, & Antkiewicz-Michaluk, 2017).

Mediante el analisis de video se pueden medir variables de velocidad angular
y velocidad de desplazamiento del animal, y asi cuantificar el efecto que las
estimulaciones tienen sobre la conducta motora del animal. Por cada protocolo
probado, se tomaron medidas de la velocidad angular y el desplazamiento (Figura
14B), durante un periodo basal y durante los segmentos de estimulacion. Se
identificd que existe una relacion entre la frecuencia de estimulacién y la velocidad
angular (Figura 13C). Las graficas de la Figura 13D y E se muestran los promedios
de velocidad angular y velocidad de desplazamiento durante el segmento inicial,
durante los segmentos de estimulacién y 30 segundos después del segmento de
estimulacion, para todos los protocolos de estimulacion que se probaron. La
estimulacion en los protocolos en el rango de 1-50Hz parecen ejercer un efecto
sobre la velocidad angular promedio que es proporcional a la frecuencia de
estimulaciéon. Por otra parte, en los segmentos de post-estimulacion parece haber
una exacerbacion del giro ipsilateral. En los protocolos de 100 y 125Hz no se
continua esta tendencia y no parece haber gran diferencia con respecto a la basal.
En los segmentos de post-estimulacion, la velocidad promedio se encuentra
incrementada con respecto a la basal, pero es menor a aquella alcanzada durante
la estimulacion para la mayoria de los protocolos en este rango. Los protocolos de
100 y 125Hz muestran que no existe tampoco un gran cambio con respecto a la
basal.

34



O

(
-
(42}
Q
o

0

Tiempo (min)

B~
“g".g x10° 50Hz
T B4l == Vel. Angular
=] ® Giro-Ipsi Lesion
E® o Giro-Contra Lesion
0w
232
o2
= 53
— 2 b
S 20
5 * 1 1 1 1
\ 100 300 50 900

8

D1-Cre + 6-OHDA (MFB) +

Velocidad de
desplazamiento

- 1Hz
= 5Hz
mam 10Hz
20Hz
| mmm50Hz
mmm 100Hz

=)

ey
(=]

o o

100

[ &
& °§\¢ \32\

\?‘1'
&>

500
Tiempo (min)

E

o]
(=]

700 900

Il basal

Bl estimulacion

[post

| m—125Hz
Basal
Aleatoria

=y
W o
Q o
o o
[\
(=]

(2]
(=]

o
[=]

+ contralateral a lg lesion

Grados acomulados promedio (°)

Velocidad de desplazamiento (pix/s)

~ Velocidad angular promedio (°/s)

500 ol 0
z
1000+ "
40| (MM basal
1500} . B estimulacion i 1 1 In il
; Dpost 0

0 20 40 6ol g \56{,@?&
Tiempo (seg)
Figura 13. Estrategia experimental y ejemplo del analisis empleado sobre los

datos de un animal ante diferentes protocolos de estimulacion con ChR2. A.
Se muestra la estrategia experimental empleada: en animales D1-Cre se expresa la opsina ChR2
ET/TC en el estriado dorsal unilateral en las fibras dela via directa, aferentes al nucleo
entopeduncular; se realiza la lesion con 6-OHDA y el implante de una fibra éptica sobre el nucleo
entopeduncular ipsilateral a la infeccion. Posterior a la recuperaciéon y adecuada expresion de la
opsina, se coloca al animal en el campo abierto con una fibra 6ptica y se prueban diferentes
protocolos de estimulacion mientras se realiza seguimiento por computadora del animal. B. Panel
superior, se muestran los datos de grados de giro acumulados (+ ipsilateral a la lesion, - contralateral
a la lesion) de un animal durante un protocolo de estimulacién. Los sombreados azules indican los
segmentos de estimulacién (50Hz, pulso de 5 ms, durante 30 s). Sobre el trazo de velocidad angular
se muestran en rojo los segmentos de giro ipsilateral a la lesién y en azul los giros contralaterales a
la lesion. Panel inferior, se muestran los datos de velocidad de desplazamiento sobre el tiempo. C.
Se muestra el promedio de grados acumulados girados antes, durante y después del segmento de
estimulacién (rayas punteadas) para todos los protocolos de estimulacion que se probaron. D. Se
expresan los datos del panel C en promedio. E. Se presentan los datos de velocidad de
desplazamiento promedio para cada protocolo de estimulaciéon en el segmento basal, durante y
después de la estimulacion.

Las estimulaciones de la via directa sobre el nucleo entopeduncular
ipsilateral al hemisferio de lesién en animales hemiparkinsonianos, generan
cambios en su velocidad angular promedio y su velocidad de desplazamiento
promedio. En la Figura 14 se presentan los efectos poblacionales (n=5) de los
protocolos de estimulacion de fibras aferentes de la via directa sobre el nucleo
entopeduncular. La Figura 14A muestra la velocidad angular promedio durante los
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protocolos de estimulaciéon. Es aparente que la poblaciéon de animales presenta un
promedio de velocidad angular positiva (ipsilateral a la lesidn), que es consecuencia
de la deplecion dopaminérgica unilateral. Para los protocolos de estimulacion en el
intervalo de 1-50Hz existe una tendencia: a mayor frecuencia de estimulacion, una
velocidad angular promedio mas negativa (mayor giro contralateral a la lesion). Para
los protocolos de 100 y 125Hz no existe un cambio entre el periodo de estimulacién
y la basal, y, lo que es mas, no continuan con la tendencia ya mencionada. Los
periodos de post-estimulacion no se diferencian de la basal para ningun protocolo
(prueba de rango con signo Wilcoxon, p>0.05).

A Velocidad Angular Promedio ante diferentes B Velocidad Normalizada a basal ante diferentes
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Figura 14. Efectos poblacionales de la estimulacion de fibras de la via
directa, aferentes al nucleo entopeduncular en animales con hemideplecion

dopaminérgica ante diferentes protocolos de estimulacidn. A. Velocidad angular
promedio durante el segmento basal, estimulacion y después de estimulacion para cada uno de los
protocolos de estimulacion. En barras se muestran los promedios poblacionales y en circulos grises
los promedios por animal. B. Velocidad de desplazamiento promedio normalizada a su basal para
los segmentos basal, estimulacién y post-estimulacion para cada protocolo. Se muestran las barras
que dieron significancia estadistica cuando son comparadas contra el valor basal, prueba de rango
con signo Wilcoxon, p<0.05; n=5.
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Objetivo 3b: Inhibicién directa del GPi con Arch3.0

La anatomia de las neuronas de la via directa, estudiada a través de marcaje de
célula unica, revela que la subpoblacidn de las neuronas de la via directa que hacen
sinapsis en el nucleo entopeduncular tienen colaterales adicionales hacia el globo
palido externo y la sustancia nigra (Wu, Richard, & Parent, 2000). Por otro lado,
existe otra subpoblacion de la via directa que genera sinapsis en el globo palido
externo, pasa por el nucleo entopeduncular sin dejar sinapsis y al llegar a la
sustancia nigra genera sinapsis adicionales. Esto supone que al iluminar las
neuronas de la via directa transfectadas con ChR2 ET/TC con los protocolos de luz
a diferentes frecuencias en el nucleo entopeduncular se generarian al menos tres
efectos (Figura 15):

1)La activacion de las sinapsis inhibitorias procedentes del estriado sobre neuronas
entopedunculares.

2) La conduccidén antidromica a través de estos mismos axones y la generacién de
la inhibicion en el estriado o en el Globo Palido (externo) a través de colaterales
(Tecuapetla, F. et al, 2007).

3) La conduccion ortodrémica del efecto hacia la sustancia nigra.

D1-Cre + 6-OHDA (MFB) +

Figura 15. Efectos tedricos de la estimulacion optogenética sobre axones de

la via directa en el nacleo entopeduncular. Al menos tres efectos teéricos ocurririan: 1)
efecto de inhibicién local, 2) conducciéon antidromica y posterior inhibicion estriatal (colaterales
locales) o en el globo palido externo (colaterales), y 3) conduccion ortodromica e inhibicion de la
sustancia nigra.

Asi, con el objetivo de aislar los efectos debidos a la inhibicidon exclusiva del nucleo
entopeduncular, se procedié a realizar la inhibicion optogenética directa de
neuronas entopedunculares a través de la opsina hSyn-Arch3.0.

Estandarizacion de la expresion del vector viral AAV2-hsyn-Arch3.0-eYFP

Inicialmente, se hizo una validacion in vitro de la opsina en neuronas talamicas. Se
eligieron neuronas talamicas debido a que el registro in vitro de neuronas del nucleo
entopeduncular es técnicamente muy dificil, pues la abundante matriz extracelular
dificulta la visualizacién de neuronas del nucleo entopeduncular bajo el microscopio.
Se presentan registros de neuronas talamicas en célula completa tras 3 semanas
de transfeccion (Figura 16).
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La opsina Arch3.0 es una bomba de protones que se activa éptimamente con
luz con una longitud de onda de 595 nm y bombea protones del espacio intracelular
al extracelular, generando asi una corriente saliente (Figura 16A) vy
consecuentemente una hiperpolarizacion del voltaje de membrana intracelular
(Figura 16C). Tras 3 semanas de expresion del vector viral ya mencionado, se
corrobord que en promedio las neuronas presentaban una corriente saliente de 60
pA (Figura 16B) que logré generar un decremento en la frecuencia de disparo de
las neuronas (Figura 16D).
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Figura 16. Verificacion del constructo viral AAV2-hsyn-Arch3.0-eYFP mediante

patch-clamp de célula completa. A. Ejemplo de una célula que expresa Arch3.0
(fluorescente en verde) iluminada con luz verde (595 nm) durante 1 segundo (barra verde, intensidad
alrededor de 20mW). En gris se muestran trazos individuales, mientras que en azul se muestra el
trazo promedio. B. Cuantificacion de la amplitud de la corriente en las neuronas registradas. C.
Arriba, registros en fijacion de corriente de la misma neurona presentada en A ante la inyeccion de
20 pA durante 1500 ms, izquierda, y 80 pA, derecha. Abajo, mismos protocolos de inyeccion de
corriente, pero ahora con la aplicacion de un pulso de 1 segundo de luz (sombreado verde). D.
Cuantificacion de la frecuencia de disparo antes y durante la aplicacion de la luz verde.
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Debido a que los registros obtenidos en rebanada no eran de la region que se
pretendia manipular (el nacleo entopeduncular), se procedié a realizar registros in
vivo en libre movimiento tras una transfeccion del constructo viral en el nucleo de
interés. Se implantd un optrodo (un electrodo de alambres finos movibles, acoplado
a una fibra éptica, con la finalidad de que ambos apunten al mismo sitio) para
registrar el sitio (Figura 17A). Los registros que se presentan en la Figura 17 fueron
obtenidos tras 5 semanas de infeccién en un campo abierto. Es de notar que no se
pudieron obtener registros de unidades individuales, por lo que se presentan los
graficos tipo raster de la actividad multiunitaria obtenida a diferentes niveles de
profundidad (Figura 17C).

A C 100micras

electrodo |

=
(5}

z
e 1
Q
— 205
M1 o 0
¢ )
Str GP
& SN
EP - =L

Wild Type + Syn-Arch3.0

Probability
oN O

-2 0 2 4 6 8
400micras

pocmman,
e

Probability

6 8
Segundos

Figura 17. Corroboracion electrofisiolégica de la inhibicion in vivo a través de

Arch3.0. A. Esquema del experimento: en un animal silvestre se transfecté el nucleo
entopeduncular con el constructo AAV2-hsyn-Arch3.0-eYFP, se implanté un optrodo (electrodo
acoplado a fibra optica) y se procedio a realizar el registro tras 5 semanas de expresion de la opsina.
B. Microfotografia del trayecto del optrodo. C. Rasters e histogramas perievento de actividad
multiunitaria a diferentes profundidades de registro. Sombreado verde es el periodo de iluminacion,
con intensidad alrededor de 35mW en la fibra implantada.

Con esta evidencia (Figura 17), se procedié a realizar inhibiciones en el
modelo de lesion hemiparkinsoniana a las 5 semanas de expresién del vector viral.
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Inhibicion del nucleo entopeduncular en el modelo de hemideplecién dopaminérgica
de manera local con Arch3.0

Para evaluar los efectos de la inhibicién directa del nucleo entopeduncular sobre
parametros motores en el modelo de deplecion dopaminérgica se procedié a
expresar la opsina Arch3.0 en el NEP a través de una infeccion viral de manera
ipsilateral a la lesion con 6-OHDA (Figura 18A). La Figura 18B muestra la velocidad
angular promedio (panel superior) y la velocidad de desplazamiento (panel inferior).
En el segmento de tiempo basal (0-350s) es aparente que el animal realiza
mayormente movimientos de desplazamiento que se asocian a un giro ispilateral a
la lesion (marcas rojas). Cuando se procede a realizar la inhibicién con luz verde
(cuadros sombreados verdes), el animal aumenta su desplazamiento y se asocia a
un giro contralateral a la lesion (marcas azules). En la Figura 18C-D se muestra el
promedio de grados acumulados girados referenciados al inicio de la estimulacion
(periodo entre lineas punteadas). Es aparente que ante un mayor poder del laser
verde se genera un giro mas pronunciado. De manera basal, este animal muestra
una tendencia a tener una velocidad angular positiva, ipsilateral a la lesion. Cuando
se realiza la inhibicién el animal se modifica la velocidad angular promedio, y en el
periodo inmediatamente después, regresa a su basal.

Se pudo observar una tendencia a la alta (representado como un incremento en la

velocidad de desplazamiento) ante todos los tratamientos, que se mantiene tras el
periodo de inhibicion en los protocolos de menor intensidad (Figura 18E).
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Figura 18. Estrategia experimental y ejemplo del analisis empleado sobre los

datos de un animal ante diferentes protocolos de estimulacion con Arch3.0. A.
Se muestra la estrategia experimental: en animales lesionados unilateralmente con 6-OHDA se
indujo la expresion de Arch3.0 en neuronas del nucleo entopeduncular ipsilateral. Posteriormente se
implanto una fibra sobre el nucleo. Tras 5 semanas, se procedié a colocar a los animales en campo
abierto para evaluar los parametros motores. B. Panel superior, se muestran los datos de grados de
giro acumulados (+ ipsilateral a la lesion, - contralateral a la lesién) de un animal durante un protocolo
de estimulacion. Los sombreados azules indican los segmentos de estimulacion (laser de 552nm,
70mW, pulso de 20s). Sobre el trazo de velocidad angular se muestran en rojo los segmentos de
giro ipsilateral a la lesion y en azul los giros contralaterales a la lesidon. Panel inferior, se muestran
los datos de velocidad de desplazamiento sobre tiempo. C. Promedio de grados acumulados girados
antes, durante y después del segmento de estimulacion (rayas puntadas) para todas las intensidades
de inhibicion que se probaron. D. Se expresan los datos del panel C en promedio. E. Se presentan
los datos de velocidad de desplazamiento promedio para cada protocolo de estimulacién en el
segmento basal, durante y después de la estimulacion.

La inhibicion directa del NEP ipsilateral a la lesion de animales hemiparkinsonianos
tiene efectos sobre la velocidad angular promedio (conducta de giro) y sobre la
velocidad de desplazamiento (bradicinesia). En la Figura 19A se muestran los datos
de velocidad angular promedio en la basal, durante los protocolos de estimulacion,
y en el seguimento inmediatamente posterior (30s). De los promedios basales, es
visible como todos los animales (n=4) presentan una tendencia a girar ipsilateral a
la lesion. En los segmentos de inhibicion se puede observar que ante inhibiciones

41



de intensidad baja (10-25mW) los animales tienen a una velocidad angular promedio
de 0, mientras que en protocolos con mayor intensidad se genera un giro
contralateral al hemisferio de inhibicion. Los segmentos de post-inhibicion sugieren
que el efecto de modulacion sobre la velocidad angular promedio es en linea. En el
panel B de la Figura 19 se expresa la velocidad promedio antes, durante y después
del protocolo de inhibicidn, normalizado a su basal. Los protocolos de 25-55mW
incrementan la velocidad de desplazamiento durante la inhibicidn. Por otra parte,
todos los protocolos tienen un efecto significativo sobre el periodo inmediatamente
posterior a la inhibicibn en cuanto a su velocidad de desplazamiento (barras
blancas). Esto sugiere que existe un efecto que se mantiene después de la
inhibicion.
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Figura 19. Efectos poblacionales de la inhibicion directa del nucleo
entopeduncular con Arch3.0 a diferentes intensidades, en animales con
hemideplecion dopaminérgica.

A. Velocidad angular promedio durante el segmento basal, estimulaciéon y después de estimulacién
para cada uno de las intensidades de inhibicion. En barras, se muestran los promedios poblacionales
y en circulos grises los promedios por animal. B. Velocidad de desplazamiento promedio normalizada
a su basal para los segmentos basal, estimulaciéon y post-estimulacién para cada protocolo. Se
muestran las barras que dieron significancia estadistica cuando son comparadas contra la basal,
prueba de rango con signo Wilcoxon, p<0.05.

A través de dos aproximaciones experimentales se estudié la repercusion de la
inhibicion del nucleo entopeduncular sobre conductas motoras de velocidad angular
promedio y velocidad de desplazamiento promedio. Con el objetivo de explorar la
relacion entre los diferentes protocolos de estimulacion y estas dos variables se
realizaron ajustes que describieran esta relacion (Figura 20). Para los ajustes de
velocidad angular se utilizaron ajustes lineales. En los ajustes para velocidad de
desplazamiento se utilizd un polinomio de segundo orden, pues la suma de
cuadrados de los residuos ( SCR = Y™ ,(y; — f(x;))? ) fue menor para los mismos
(SCR ajuste lineal Vel. Desp. ChR2 = 108.3, SCR ajuste polinomial Vel. Desp. ChR2
= 96.2; SCR ajuste lineal Vel. Desp. Arch3.0 = 75.4, SCR ajuste polinomial Vel.
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Desp. Arch3.0 = 70.4 ). En los ajustes de los experimentos de activacion de fibras
aferentes gabaérgicas se omitieron los datos para los protocolos 100Hz y 125Hz
pues la opsina empleada (ChR2 ET/TC) no puede activarse a esas frecuencias de
estimulacion (Berndt et al., 2011).

Activacién de fibras gabaérgicas aferentes al nucleo entopeduncular
en animales hemiparkinsonianos
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Figura 20. Efecto de las dos aproximaciones experimentales de inhibicion del
nucleo entopeduncular sobre la velocidad angular promedio y la velocidad de

desplazamiento normalizada promedio. A. Se grafican los promedios individuales de
velocidad angular por animal para cada protocolo, asi como un ajuste lineal y su ecuacion. B. Grafica
de los promedios de velocidad de desplazamiento por animal para cada protocolo, asi como un ajuste
polinomial de segundo grado. Para los ajustes se excluyen los datos de los protocolos 100Hz y
125Hz. C y D, mismo que Ay B, pero para inhibicién con Arch3.0.

Los ajustes lineales sobre la velocidad angular promedio ante diferentes protocolos
de estimulacién sugieren que existe un nivel de inhibicién que genera una velocidad
angular promedio igual a cero, lo que es normal en animales no lesionados. Si se
resuelven las ecuaciones para y=0 (velocidad angular promedio=0), resulta que en
cuanto a la frecuencia de estimulacion de ChR2 ET/TC el protocolo que generaria
este patrén seria alrededor de 8Hz. Esta frecuencia en el ajuste de desplazamiento
se encuentra en la porcion ascendente, es decir, si genera un aumento en la

43



velocidad de desplazamiento. Por otro lado, si realizamos esto mismo para el ajuste
de la inhibicion con Arch3.0, resulta que 20mW generaria una velocidad angular
promedio =0. Esto también se encuentra en la parte ascendente de la parabola en
el ajuste de velocidad de desplazamiento promedio. Por otra parte, los datos de
velocidad de desplazamiento se ajustan mejor a un polinomio de segundo grado.
Esto sugiere que existe un vértice en donde la velocidad de desplazamiento seria
maxima. Sin embargo, mayores niveles de inhibicion disminuirian esta velocidad.
Esto tiene sentido pues ante inhibiciones mayores, los animales generan un
movimiento de giro con un angulo cerrado, que no genera un gran desplazamiento.

Objetivo 4: Evaluacion de la repercusién de las estimulaciones optogenéticas
sobre marcadores electrofisioldgicos de la enfermedad

En los antecedentes se establecido que una de las repercusiones de la EP sobre la
electrofisiologia cerebral es el aumento de la amplitud de las oscilaciones en el
rango beta (11-40Hz) en diferentes partes del cerebro (Oswal, Brown, & Litvak,
2013). Existe evidencia que apunta a que esta sincronizacion excesiva en la banda
beta esta directamente relacionada con la fisiopatologia de la enfermedad, pues la
disminucion de la misma (a través de estimulacion cerebral profunda) correlaciona
con la disminucion de los sintomas (Meissner et al., 2005; Wingeier et al., 2006). Se
ha propuesto que este aumento de poder en estas oscilaciones surge a partir del
nucleo subtalamico y se propaga a través de otras estructuras (Deffains et al., 2016).
Estas oscilaciones exageradas se han reproducido en diferentes modelos
experimentales de parkinsonismo, como en primate y rata. En particular, la
evidencia disponible sugiere que la locomocion en la rata induce este ritmo tanto en
la sustancia nigra como en la corteza motora (Avila et al., 2010).

Asi, en este estudio se propuso evaluar este incremento en la banda beta (pico beta)
que se ha correlacionado en pacientes humanos con la fisiopatologia de la
enfermedad (Lopez-Azcarate et al., 2010). Este pico beta se ha evidenciado en
modelos de estudio de roedores parkinsonianos, en especifico durante movimientos
de desplazamiento (Brazhnik, McCoy, Novikov, Hatch, & Walters, 2016). Este
aumento del poder de la banda beta se utilizaria como marcador del parkinsonismo
y se estudiaria su relacion con los protocolos de estimulacion optogenética.

La hipotesis del estudio se ilustra en la Figura 21. Se propone que en animales
lesionados se observaria un incremento en la banda beta (‘pico beta’),
especificamente cuando realizaran movimientos de desplazamiento (Figura 21B).
Este ‘pico beta’ disminuiria con los protocolos de estimulacion optogenética que
mejoran la conducta motora espontanea del animal (Figura 21C).
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Figura 21. Hipotesis del experimento de registrar el potencial local de campo

durante la estimulacion optogenética. A. Densidad espectral de potencia del potencial
local de campo registrado en corteza motora primaria durante la locomocién de animales lesionados
y no lesionados (control). Modificado de (C. Delaville et al., 2015). B. Se sugiere que ante la
estimulacién optogenética sobre el nucleo entopeduncular, este marcador electrofisiolégico de la
enfermedad disminuiria hacia lo normal.

Analisis del potencial local de campo corteza motora en animales lesionados en
épocas de alta y baja velocidad de desplazamiento

Con el objetivo de evidenciar el aumento de la banda beta durante de periodos de
movilidad, se implantdé a dos animales con electrodos en la corteza motora. Los
animales implantados fueron transgénicos para D1-Cre, infectados en el estriado de
manera unilateral para expresar ChR2 ET/TC en la via directa, hemilesionados
ipsilateralmente con 6-OHDA e implantados con una fibra 6ptica sobre el nucleo
entopeduncular. Este procedimiento es idéntico al utilizado en los primeros
experimentos. Adicionalmente, se les colocd un electrodo en la corteza motora
primaria en la region somatotépica de la extremidad anterior contralateral (ver
métodos). Tras 4 semanas de expresion de la opsina y de lesidén, se realizaron
registros en campo abierto bajo sistema de tracking. Posterior a periodos basales,
se les aplico los protocolos de estimulacion ya descritos, activando fibras de la via
directa (gabaérgicas) aferentes a el nucleo entopeduncular (Figura 13).

Inicialmente, el analisis se versé en intentar identificar el aumento del poder de las
frecuencias beta durante los periodos de movilidad, como ha sido descrito
previamente (Mallet, N et al., 2008; Avila, | et al., 2010; Delaville, C et al., 2015;
Brazhnik, E et al., 2014). Para esto, se segmento el periodo de tiempo basal de los
animales en ventanas de 1 segundo. Se cuantificé la velocidad de desplazamiento
registrada en el video y se tomaron las ventanas con el percentil 89-99 de
movimiento como periodos rapidos y el percentil 0-10 como periodos lentos (Figura
22A). Se evitd tomar el percentil 99-100 porque se querian descartar posibles
artefactos por el sistema de tracking. Se tomo el trazo electrofisioldgico registrado
en esa ventana y se le calculd la PSD para las frecuencias de interés (Figura 22B
y C). Se promediaron los espectros para las ventanas lentas y para las ventanas
rapidas (Figura 22D) y se segmentaron las frecuencias en las bandas de interés
(delta, teta, alfa, beta, gama bajo y gama alto) en Figura 22E. Es visible que las
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frecuencias bajas (delta y teta) tienen menor poder (p<0.05, t-test) durante periodos
de movimiento comparado con aquellos de quietud. Por otra parte, las frecuencias
mas rapidas (alfa, beta y gama) se incrementan en los periodos de movimiento
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Figura 22. Analisis de densidad espectral de potencia del potencial local de
campo registrado en corteza motora de animales lesionados en situacion de

movilidad y quietud. A. Se muestra el histograma de la velocidad promedio de cada ventana
de tiempo durante el registro de la corteza motora. Se eligié el percentil 0-10 como lentos y el
percentil 89-99 como rapidos. B. Ejemplo de sefial electrofisiolégica y analisis de densidad espectral
en C durante un periodo lento (superior) y periodo rapido (inferior). D. Promedio de analisis de
densidad espectral durante segmentos rapidos y lentos. E. Cuantificacién de poder en las diferentes
bandas de interés en movimientos rapidos y lentos (diferencias estadisticas presentadas con
asterisco, p<0.05, t-test).

El incremento observado del poder de la banda beta durante periodos de
movimiento rapidos confirma la hipétesis planteada. Sin embargo, no es visible el
‘pico beta’ que se describe en la literatura (Figura 21B). A continuacion, se procedid
a evaluar la repercusion de los diferentes protocolos de estimulacién optogenética
sobre el potencial local de campo de la corteza motora. Para determinar la
repercusion de las estimulaciones optogenéticas en el potencial local de campo en
la corteza motora, se coloco a los animales en un campo abierto y sea aplicaron los
protocolos de activacion de fibras aferentes gabaérgicas ya descritos.

Analisis del potencial local de campo corteza motora en animales lesionados
durante estimulacién optogenética

Los protocolos de estimulacion que generaron un cambio evidente sobre el poder
de ciertas frecuencias en el potencial de campo fueron los de 10Hz, 20Hz, y 50Hz,
como es visible en el analisis tiempo-frecuencia (Figura 23A). Estos tres protocolos
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demostraron disminuir el poder de frecuencias bajas. Sin embargo, es visible en
estos graficos que ante la estimulacién optogenética se genera un aumento de
poder en la frecuencia estimulada. Es decir, se impone un ritmo al estimular
optogenéticamente la via directa a estas frecuencias (Figura 23B). Asimismo, se
logra observar un aumento en los harmonicos de las frecuencias de 10Hz (en 20 y
30Hz) y para 20Hz (40Hz), Figura 23B.
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Figura 23. Efecto de los diferentes protocolos de estimulacion de fibras de la
via directa aferentes al nucleo entopeduncular sobre el potencial local de
campo de la corteza motora en animales hemiparkinsonianos. A. Se muestra la
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descomposicion en tiempo y frecuencia del poder de las oscilaciones antes, durante y después de
aplicar el protocolo de estimulacién optogenética. Cada grafico es un promedio de 5 ensayos. B.
Analisis de densidad espectral para cada uno de los protocolos de estimulacién, comparado con
aquellos de los segmentos lentos y rapidos. C. Comparacion de poder normalizado para cada una
de las bandas de interés en cada protocolo de estimulacién contra el poder observado durante
movimientos rapidos. Rombos rojos= diferencias estadisticamente significativas contra movimientos
rapidos (p<0.05, ANOVA 1 via, post hoc Tukey).

Dentro de la banda de mayor interés, la banda beta, los efectos no fueron muy
claros. La hipétesis formulada sugeria que aquellos protocolos que mejoraban la
conducta motora del animal, entre 5 y 10Hz, tendrian un efecto de disminuir el poder
de la banda beta en el animal lesionado. En efecto, el Unico protocolo que disminuyé
de manera estadisticamente significativa (ANOVA de una via, p<0.05, post hoc
Tukey) el poder de la banda beta fue el de 5Hz.

No obstante, el hallazgo presentado en Figura 22 sobre el incremento
estadisticamente significativo de beta en segmentos de desplazamiento rapido no
es muy claro. Esto es asi, debido a que el pico beta que se ha descrito en pacientes
y que se ha reproducido en modelos roedores no fue observado. Este pico se
describe como un segmento de frecuencias pertenecientes a la banda beta que se
encuentran elevadas hasta mas de dos veces con respecto a frecuencias vecinas.
Una razon que puede explicar por qué no se hallo este fendmeno previamente
descrito, se puede encontrar en el disefio experimental. Los estudios que reportaron
este fendbmeno (pico beta) en roedores no anestesiados (Avila, | et al., 2010;
Delaville, C et al.,, 2015) utilizaron una caminadora (treadmill) para inducir
movimientos de desplazamiento rapido. El uso de este aparato puede, ademas de
producir un desplazamiento mas rapido, activar otros sistemas como los de
atencion. Asi, es posible que la causa de incremento en ritmo beta en la corteza
motora previamente descrito, se deba mayormente a la exagerada atencion que el
animal tiene que poner para mantener la marcha en este aparato, y no al aumento
de velocidad de desplazamiento.

Por otra parte, en el apartado anterior se habia descrito que el protocolo tedrico que
produciria una velocidad angular promedio de cero (normal) seria la estimulacion
de entre 5 y 10hz (segun regresiones de Figura 20A). Resulta interesante que el
protocolo de 5Hz fuera el Unico que lograra disminuir, de manera estadisticamente
significativa, el poder de la banda beta comparado con los movimientos rapidos.

Sin embargo, es importante destacar que los datos aqui presentados se obtuvieron
de dos animales. Esta muestra es pequefia comparada con otros estudios similares.
Asi, para poder generar datos mas concluyentes seria importante aumentar esta
muestra.

Objetivo 5: Evaluacidn actividad normal del nucleo entopeduncular durante la
conducta de giro
Justificacién
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Los datos previamente presentados no exploran la funcion del nucleo
entopeduncular en el ratéon en un contexto sano. Asi, es dificil entender por qué en
el modelo de lesion la manipulacion de este nucleo tiene un impacto sobre la
conducta de giro y la velocidad de desplazamiento. Por lo mismo, es importante
generar un entendimiento mas profundo sobre la funcién del nucleo de manera
normal para poder formar conclusiones sobre la razdén por la que la lesion
dopaminérgica puede alterar ciertas conductas. Aun mas cardinal, es importante
conocer la funcién del nucleo para entender por qué la inhibicién unilateral del
mismo puede generar una conducta de giro contralateral.

La hipotesis con la que se diseid el experimento de conducta es la siguiente: las
unidades del nucleo entopeduncular codifican la direccion de giro (izquierda y
derecha). Su frecuencia de disparo disminuira ante la conducta motora de giro
contralateral al hemisferio de registro. Su frecuencia de disparo aumentara ante la
conducta motora de giro ipsilateral al hemisferio de registro.

Paradigma conductual

Con el objetivo de generar una conducta de giro con una trayectoria y parametros
motores o mas estereotipados posibles, se entrend a ratones a discriminar entre
dos tonos que sefalizaban una liberacién de recompensa en uno de dos bebederos,
situados a su derecha o izquierda. En la Figura 24A se muestra un esquema de la
distribucion espacial de la tarea. Los ratones se encontraban en un prisma
triangular, privados de agua (hasta un peso corporal de 80-85% del basal). Debian
acercarse a una esquina y esperar de manera inmévil durante un segundo. Tras ese
segundo, sonaba uno de dos tonos, que sefalizaban disponibilidad de recompensa
en uno de los dos bebederos situados a su izquierda y derecha. Si el animal
realizaba un lenglieteo en el bebedero correcto, se liberaba una gota de agua. Si
realizaba un lengleteo en el bebedero incorrecto, las luces de la caja de
comportamiento se apagaban durante 10s (timeout).
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Figura 24. Esquema de tarea conductual para explorar conductas de giro en
ratones. A. El animal se encuentra en un prisma triangular. Se debe aproximar a una esquina y
esperar 1 segundo en inmovilidad. Tras la espera inmovil correcta, se reproduce un tono de 200ms
de duracion que sefiala el puerto al que debe dirigirse al animal para recibir una gota de agua. B. La
probabilidad de que suene un tono para cada puerto es de 0.5. En caso de realizar un lengletazo
en el bebedero correcto, se libera una gota de agua. Si realiza un lenglietazo en el bebedero

incorrecto, las luces de la caja conductual se apagan por 10s. C. Se muestra un esquema con los
eventos de la tarea ordenados de manera temporal.

Mediciones de conducta en el paradigma

Los animales fueron entrenados alrededor de un mes durante diferentes fases que
los llevaron a realizar la tarea final descrita anteriormente (ver Métodos). Tras el
entrenamiento, se realizd la cirugia de implante de electrodo en el nucleo
entopeduncular derecho para poder registrar la actividad de las unidades. En la
Figura 25A, se muestra el desempefio de los ratones que se usaron para el registro
electrofisiologico de unidades. Se muestran las diferentes fases ya descritas. Tras
la cirugia el desempeio de los animales disminuy6 considerablemente, por lo que
se tuvo que reentrenar a los mismos para mejorar su desempefio antes del registro
electrofisiologico. Tras el entrenamiento, los ratones generaban una trayectoria
desde la esquina hasta el bebedero bastante estereotipada, como se puede
observar en Figura 25B. Se grafican en rojo las trayectorias desde el sonido del
tono hasta el arribo al sitio de recompensa, mientras que en negro se encuentra el
seguimiento del animal durante toda la sesion. En Figura 25C se muestra, para un
animal, los trazos de aceleracion corporal (suma cuadrada de la sefal de
acelerémetro de los tres ejes), durante los ensayos hacia la derecha y hacia la
izquierda. ElI promedio muestra que el animal disminuyd su aceleracion corporal
durante el periodo de espera. Asi, es posible decir que durante la espera presento
inmovilidad.
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Por otra parte, para poder alinear la actividad electrofisiologica al giro del animal,
variable a explorar, se muestran las senales disponibles en Figura 25D. Estas
sefales son las obtenidas durante un ensayo (a la derecha) para un animal y estan
alineadas al inicio del tono (sombreado azul). Se muestran capturas del animal
dentro de la tarea a diferentes tiempos del ensayo. Tras el tono, la distancia del
animal desde el bebedero al que debe llegar disminuye hasta llegar a cero. Esto
coincide con el aumento de la velocidad de desplazamiento. Se puede calcular la
velocidad angular del animal (cambio de angulo en grados por segundo de la cabeza
con respecto a su centroide). Asimismo, se pueden obtener sefales de los sensores
inerciales que estan presentes en la headstage de registro electrofisiolégico. La
sefal de giroscopio también muestra la velocidad angular de la cabeza. Se listan a
continuacion tres razones por las que se utilizé la seial del giroscopio para alinear
la actividad electrofisiologica:

1. La proporcion sefal ruido es mucho mayor para el giroscopio que para la
sefal obtenida a través del video (ver histograma de sefal en Figura C,
donde el pico del giroscopio se posiciona 10 desviaciones estandar del
promedio).

2. La sefial del video depende de mucho procesamiento offline para registrar
correctamente la cabeza de la cola. La sefal de giroscopio se obtiene
directamente del aparato de medicion.

3. La senal de giroscopio se guarda directamente en conjunto con la sefial
electrofisioldgica, por lo que no es necesario alinear la primera a la segunda.
Por otra parte, el video se debe alinear a la sefial electrofisiolégica.

Asi, en la Figura 25E se muestran las alineaciones de los giros de un animal durante
una sesion para ambos lados, izquierda y derecha. Es visible, cualitativamente, que
el giro es bastante estereotipado y que existe bastante simetria entre los giros hacia
ambas direcciones.
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Figura 25. Mediciones de la tarea conductual. A. Desempefio de los animales de los
que se obtuvo registros electrofisiolégicos del nucleo entopeduncular a lo largo de las diferentes
fases de entrenamiento (Ver figura en métodos). B. Se muestran el ejemplo del seguimiento por
video para una sesion de un animal. En rojo se muestran las trayectorias desde tono hasta
recompensa. C. Ejemplo de aceleracién corporal total (suma cuadrada de sefial de acelerémetro
para los tres ejes) de un animal ante ensayos a la derecha y a la izquierda. Note que en promedio el
animal disminuye su nivel de movimiento durante el tiempo de espera (-1 a 0s). D. Arriba, capturas
del animal durante un ensayo de la tarea. Abajo, sefiales del sistema de tracking por video y sensores
inerciales de la headstage para registro electrofisiolégico. E. Alineacion de giros a partir de giroscopio
hacia la derecha (superior) y la izquierda (inferior), se muestran en heatmap, asi como los trazos
sobrepuestos.

Analisis de la actividad electrofisioldgica de unidades registradas en el nucleo
entopeduncular ante la conducta de giro

La manera clasica de analizar la actividad de una unidad requiere alinearla a algun
evento conductual a través de varios ensayos. Asi, la figura Figura 26 ilustra la
actividad promedio de una unidad registrada durante los eventos que se presentan
en la conducta de giro hacia la izquierda, dentro de la tarea conductual. Segun los
graficos de raster y los histogramas perievento presentados en Figura 26A, esta
unidad presenta actividad en rampa antes del pico de la vuelta, y la actividad
decrementa conforme se acerca al bebedero izquierdo. Tras recibir la recompensa,
la actividad disminuye todavia mas.

Debido a que en esta tarea en libre movimiento la realizacion de cada una de estos
eventos conductuales depende del ratdn, existe cierta variabilidad entre ensayos.
Esto se puede deber a diferentes tiempos de reaccion, lo cual es esperable. Por
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esta razon y para poder presentar los datos de manera mas sencilla, se realizé un
reescalamiento de la actividad de cada ensayo, izquierdo y derecho, al promedio
del intervalo que se obtuvo de todas las sesiones de todos los animales (Figura
26B).
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Figura 26. Alineaciones y reescalamiento para una unidad durante un ensayo

alaizquierda. A. Arriba. Se muestran los rasters en donde se alinean las espigas de la unidad a
los distintos eventos de la tarea conductual en cero. En marcas azules se muestra el evento previo
alineado al evento actual. Abajo. Se muestran los histogramas perievento (bin=20ms). B. Se
muestran en trazos negros los ensayos individuales reescalados (ver Métodos), al promedio del
intervalo entre eventos de todas las sesiones, de todos los animales. Cada linea vertical azul es uno
de los cuatro eventos de la parte superior. En trazo rojo se muestra el promedio.

Posteriormente, se realizé un analisis de ROC (Receiver Operating Characteristic,
segun sus siglas en inglés; ver Métodos) entre Ensayos lzquierda vs Ensayos
Derecha para todos los tiempos de cada ensayo, como se muestra en Figura 26B.
Esto permite establecer en qué eventos conductuales las distribuciones de las
frecuencias de disparo de la unidad son diferentes, codificando algun parametro
izquierda-derecha de la tarea conductual. A partir de las observaciones anteriores,
es posible concluir que esta unidad, previo al pico del giro, no distingue de la accion
de girar a la izquierda o derecha (valor ROC dentro del limite de permutaciones). Es
decir, segun esta métrica, no contiene informacion del tono, de la seleccion de la
accion de girar a alguno de los lados y del inicio del movimiento. No es hasta que
ya inicié el movimiento (antes del pico de vuelta) y se encuentra en un movimiento
de desaceleracion angular que la unidad puede distinguir entre las dos acciones
ejecutadas. Es visible un aumento de la frecuencia de disparo conforme se acerca
al bebedero derecho y una disminucidn casi simétrica cuando se acerca al bebedero
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izquierdo. Por ultimo, la unidad no regresa a su basal y continua diferenciando
cuando el animal se encuentra consumiendo la recompensa.
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Figura 26. Ejemplo de analisis de codificacién izquierda-derecha para una

unidad. A. Arriba, se muestran en trazos delgados y semitransparentes las respuestas reescaladas
de una neurona ante los diferentes eventos de la tarea conductual, para ensayos derechos e
izquierdos. Se muestran en triangulos de color los eventos relevantes. Abajo, se grafica el analisis
estadistico de ROC para la comparacién EnsayosDerecha — Ensayoslzquierda a lo largo del tiempo.
Un valor positivo significa que la frecuencia promedio de la unidad fue mayor durante los ensayos
hacia la derecha, y viceversa. Se permutaron (n=1000) los datos para cada tiempo y se muestra el
minimo y maximo; valores por arriba o por debajo del intervalo de permutaciones denotan
significancia estadisica. B. Histograma de las frecuencias de disparo ante ensayos a la derecha
(rojo) e izquierda (azul) para el tiempo de inicio de tono. C. Lo mismo que B pero para el tiempo de
entrega de recompensa. D. Curva ROC para los datos en B y C. En naranja se muestra el tiempo de
tono, mientras que en rosa se muestra el tiempo de recompensa. AUC, area bajo la curva por sus
siglas en inglés.

Analisis poblacional de la actividad de unidades registradas en el nucleo
entopeduncular ante la conducta de giro

El analisis que se describidé en el apartado anterior se realizé para cada una de las
unidades registradas de los 5 animales. De esta manera es posible cuantificar la
cantidad de unidades registradas cuya frecuencia de disparo distingue entre la
accion de dirigirse al bebedero izquierdo del derecho a cada momento de la accion
(desde el tiempo de espera — tono — vuelta — aproximarse al bebedero —
recompensa, Figura 27). En el mapa de color de la Figura 27 se muestra la
codificacion ROC para todas las unidades registradas en los diferentes eventos
conductuales. Los segmentos en azul indican que la unidad tuvo una mayor
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frecuencia de disparo durante los ensayos ipsilaterales en ese segmento de tiempo.
La hipotesis que se ideo a partir de los experimentos de manipulacion optogenética
sugeria que las neuronas del nucleo entopeduncular se inhibirian (o disminuirian su
frecuencia de disparo) ante un giro contralateral, mientras que aumentarian su
frecuencia durante un giro ipsilateral. Esto se veria reflejado como unidades que
tuvieran una ROC>0.5 durante el giro, en azul.

A partir de los datos encontrados, destaca que existe un gran numero de unidades
que no distinguen la accion de un ensayo derecho de un ensayo izquierdo (blanco
en mapa de color, Figura 27A). Sumando el niumero de unidades con ROC
significativa en Figura 27B-C es evidente que, en cualquier segmento temporal de
la tarea, el nUmero maximo de unidades que distinguen entre los ensayos izquierda
y ensayos derecha no rebasa un 40%. Por otro lado, segun los datos encontrados,
existe un grupo de unidades que cumplieron con la hipétesis, su frecuencia de
disparo fue mayor durante un giro ipsilateral comparado con el giro contralateral
(Figura 27C, alrededor del pico de la vuelta). Sin embargo, también existié un grupo
de unidades que tuvieron una actividad opuesta a la hipotesis prevista: su frecuencia
de disparo fue mayor durante el giro contralateral comparado con la actividad
durante el giro ipsilateral (Figura 27B, alrededor del pico de la vuelta). Aun mas
interesante, este segundo grupo, que va en contra de la hipdtesis planteada, tuvo
una mayor proporcién (alrededor de 14%) que las del primer grupo (alrededor de
8%). Por otra parte, existieron unidades que distinguieron el segmento de tiempo en
el que el animal se desplazaba hacia cada uno de los bebederos (segmento desde
pico de vuelta hasta recompensa en Figura 27). También, existieron unidades que
distinguieron entre recibir la misma recompensa de un lado al otro.

Sin embargo, los datos presentados no cumplen con la hipotesis de que la mayoria

de las unidades se modularian a la alta durante los giros ipsilaterales y a la abaja
durante los giros contralaterales.
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Figura 27. Andlisis ROC para Ensayos Derecha vs Ensayos lzquierda para

todas las unidades registradas. A. Se muestra en heatmap el valor ROC para cada unidad,
comparando Ensayos Derecha vs Ensayos Izquierda a lo largo del tiempo. Se muestran los eventos
conductuales relevantes. B. Porcentaje de unidades que presentaron un valor ROC menor a 0.5
estadisticamente significativo a lo largo del tiempo. Estas unidades codificaron la trayectoria a la
izquierda con una mayor frecuencia de disparo que la trayectoria a la derecha. C. Porcentaje de
unidades que presentaron un valor ROC mayor a 0.5 estadisticamente significativo a lo largo del
tiempo. Estas unidades, por el contrario, codificaron la trayectoria a la derecha con una mayor
frecuencia de disparo que la trayectoria a la izquierda. D. Ejemplo representativo de una neurona
cuya frecuencia de disparo es significativamente mayor durante ensayos contralaterales. E. Ejemplo
representativo de una neurona cuya frecuencia de disparo es significativamente mayor durante
ensayos ipsilaterales.
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Discusion

Mientras que el efecto de la estimulacion cerebral profunda a alta frecuencia en el
cerebro sigue estando en debate, existe evidencia que apunta a que por lo menos
parte del mecanismo se debe a una inhibicién funcional del nucleo blanco (Beurrier
et al., 2001b; Chiken & Nambu, 2014; J. A. Obeso et al., 2017). En este estudio se
puso a prueba la hipotesis de que la estimulacion cerebral profunda podria ejercer
sus efectos benéficos mediante la inhibicion funcional del sitio blanco. Esto se
intentd probar mediante la implementacion de un modelo de parkinsonismo y la
inhibicion del nucleo entopeduncular (analogo al globo palido interno en humanos y
un sitio donde se suele implantar el electrodo para la estimulacion cerebral
profunda) a través de dos aproximaciones experimentales. Se realizé la evaluacion
de las manipulaciones en la conducta motora espontanea de los animales y
mediante el efecto que éstas tenian sobre un marcador electrofisiolégico de la
enfermedad. Por ultimo, se exploré cémo la actividad del nucleo entopeduncular
podria participar durante la conducta de giro de los animales no lesionados.

Generar una inhibicion moderada del nucleo entopeduncular mejora la
funcién motora del animal parkinsoniano

Para cumplir con los objetivos propuestos, se implementé un modelo de ratén
hemiparkinsoniano cuyas caracteristicas conductuales de giro ipsilateral a la lesidn
y bradicinesia corresponden a lo ya reportado (Boix et al., 2015). Para evaluar al
modelo y la repercusion conductual de las manipulaciones, se generd un sistema
de seguimiento por video que permite evaluar la velocidad de desplazamiento y la
velocidad angular del animal.

La inhibicibn del nudcleo entopeduncular se logré a partir de dos
aproximaciones experimentales con técnicas de optogenética. La primera se referia
a la activacion de fibras gabaérgicas aferentes al nucleo, de manera que se
generara una inhibicion del mismo. Mientras que esta manipulacion tiene la ventaja
de usar conexiones sinapticas que estan presentes en el humano, por su anatomia
también puede causar efectos en sitios distantes y no solamente de manera local
(Figura 15). Se ha discutido que los efectos de la estimulacién cerebral profunda
pueden deberse no solo al efecto local, sino a la propagacion del efecto hacia otros
sitios cerebrales (Lee et al., 2019; Li et al., 2012; J. A. Obeso et al., 2017). Esta
manipulacion, por ende, podria imitar este efecto de propagacion puesto que la via
directa que fue manipulada, también tiene colaterales en el globo palido externo y
la sustancia nigra, ademas de colaterales locales dentro del estriado (Wu et al.,
2000). Cabe mencionar que, a pesar de generar efectos mas distribuidos, no son
del todo similares a los que se podrian generar en el humano, porque con la
estimulacion eléctrica no se pueden seleccionar aferentes de la via directa
exclusivamente. El globo palido interno también recibe aferencias importantes
desde el globo palido externo, la substancia nigra, el nucleo subtalamico, entre otros
(Jose A. Obeso, Rodriguez-Oroz, Stamelou, Bhatia, & Burn, 2014; Stephenson-
Jones et al., 2016).
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Para aislar los efectos debidos a la inhibicidn exclusiva del nucleo
entopeduncular, se planted la aproximacion de usar una opsina inhibitoria (Arch3.0)
localmente para poder generar una inhibicion somatica del nucleo de manera
especifica. Se realizaron corroboraciones electrofisioldgicas de las manipulaciones
y se comprobd que los protocolos de iluminacién con la opsina inhibitoria, en efecto
lograban disminuir la frecuencia de disparo de las unidades (Figura 17).

Con las dos aproximaciones experimentales de inhibicion del nucleo
entopeduncular se demostré que esta manipulacion tiene efectos directos vy
graduales sobre los parametros de velocidad angular y velocidad de
desplazamiento de los ratones. Mediante los dos tipos de inhibicidn se logro incidir
en la conducta de giro de los animales (Figuras 13, 14, 18, 19). Los animales
hemilesionados presentan bradicinesia y cuando realizan movimientos, éstos
tienden a ser giros ipsilaterales a la lesion. Con protocolos que generan una
inhibicion moderada (la activacién de fibras gabaérgicas aferentes a 5-10Hz o la
inhibicion directa mediante Arch3.0 con una intensidad luminosa de 10-25mW) es
posible incrementar la velocidad de desplazamiento y revertir esta conducta de giro
llevandola a un promedio de 0. Por otra parte, ante protocolos que generan mayor
inhibicion del nucleo entopeduncular, los animales generan un giro pronunciado
contralateral al hemisferio de manipulacién. Los protocolos de inhibicidn pueden
generar un aumento en la velocidad de desplazamiento, disminuyendo asi la
bradicinesia. Con estos datos, es posible generar una idea de que una inhibicién
leve del nucleo entopeduncular puede mejorar los parametros motores ya descritos
en roedores. Por ultimo, cabe recalcar que a partir de las mediciones conductuales
que se realizaron, no existié6 una gran diferencia entre la inhibicion somatica del
nucleo o a través de fibras gabaérgicas aferentes (que ademas tienen colaterales
en otros nucleos, Figura 15). Es posible que mediciones mas finas de la conducta
del raton puedan revelar estas diferencias.

La mejora de la actividad motora del animal parkinsoniano concuerda con la
fisiopatologia propuesta de la enfermedad de Parkinson

Puesto que entre las hipoétesis sobre la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson
se postula un incremento anémalo de la actividad del globo palido interno (Figura
7), tiene cabida la idea de generar una mejora en la conducta motora mediante la
inhibicion del mismo.

Para describir como el decremento de dopamina estriatal podria influir sobre
la actividad del nucleo GPi, es necesario entender los efectos de dopamina en el
estriado. Evidencia in vitro propone que ante la ausencia de dopamina las neuronas
de la via directa (con receptor D1, acoplado a proteina Gs por ende excitatorio)
disminuirian su actividad (Hernandez-Lopez et al., 1997). Por otra parte, las
neuronas de la via indirecta (con receptor D2, acoplado a proteina Gi por ende
inhibitorio) tendrian un aumento en la excitabilidad de su membrana ante la
disminucion de dopamina (Gerfen CR et al., 1990; Hernadez-Lopez et al., 2000).
Cuando se ha analizado esta hipétesis in vivo, se encuentra que tras la lesién con
6-OHDA la actividad de las neuronas de la via directa e indirecta (medida como
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eventos de calcio por segundo) si siguen la hipotesis postulada para el animal en
reposo: la via directa se encuentra deprimida mientras que la via indirecta se
encuentra hiperactiva (Parker et al., 2018). Debido a la anatomia estriatal, estas
alteraciones en la actividad de las vias sugeririan un aumento en la actividad del
nucleo GPi.

Registros de la actividad del nucleo Globo Palido interno en pacientes con
enfermedad de Parkinson y modelos animales de parkinsonismo han encontrado
alteraciones en la frecuencia y el patron de disparo de las neuronas del mismo. El
uso de modelos animales es importante puesto que se pueden registrar regiones de
cerebro en condiciones control y posteriormente lesionar al animal para evaluar los
efectos de la misma. De esta manera, se ha encontrado que la destruccién de las
neuronas dopaminérgicas induce un aumento de la frecuencia de disparo en el GPi
comparado con control, en primates (Filion & Tremblay, 1991) y en roedores
(Ruskin, Bergstrom, & Walters, 2002). Por otro lado, cuando se registra el nucleo
GPi en pacientes con enfermedad de Parkinson, se encuentra que la tasa de disparo
de estas neuronas es similar a la hallada en primates lesionados (Hutchison et al.,
1994). También se corroboré que la administracion de apomorfina (agonista
dopaminérgico) a pacientes con enfermedad de Parkinson la tasa de disparo
promedio de las neuronas del GPi disminuye (Merello, Lees, Balej, Cammarota, &
Leiguarda, 1999). Sin embargo, se ha corroborado que la tasa de disparo no es la
unica caracteristica alterada en la electrofisiologia in vivo de pacientes o animales
con disminucion de dopamina cerebral. Se han descrito alteraciones como el
incremento de los disparos en rafaga y el incremento de la coherencia entre el
disparo y el potencial local de campo, generando asi patrones de disparo
oscilatorios (Chan, Starr, & Turner, 2011). Estos patrones andmalos de
caracteristica oscilatoria parecen estar correlacionados con la fisiopatologia de la
enfermedad.

La inhibicién del nucleo entopeduncular mediante la activacion de fibras
gabaérgicas aferentes tiene efectos de red

Como parte de las caracteristicas electrofisiologicas descritas para la enfermedad
de Parkinson se encuentran patrones oscilatorios y excesiva sincronia a través del
sistema motor. Se ha sefalado que existe un aumento del poder de beta en
diferentes estructuras del sistema motor (Brown & Williams, 2005; Lépez-Azcarate
etal., 2010; Toledo et al., 2014). Por otro lado, esta oscilacion muestra una sincronia
excesiva entre nucleos de salida de los ganglios basales y la corteza motora. En
registros simultaneos del nucleo subtalamico y la corteza motora, de pacientes con
enfermedad de Parkinson, se encuentra aumentada la coherencia en fase y
amplitud, sobre todo en el rango beta, en comparacion con otros pacientes con
enfermedad de distonia (De Hemptinne et al., 2013). Esto los llevé a postular la
hipotesis de que los ganglios basales sanos funcionan como un filtro pasa bajas de
la entrada cortical. Al encontrarse lesionados, esta funcion se ve afectada y se crea
una reverberacion de la entrada cortical y la salida de los ganglios basales,
generando asi un aumento entre la sincronia de estas estructuras.
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Uno de los mecanismos propuestos de la estimulacion cerebral profunda a
alta frecuencia es un efecto de red que resulta en la atenuacién de la sincronia
excesiva presente en la enfermedad de Parkinson. Esto surge a partir de registros
obtenidos en pacientes en donde el poder de beta disminuye tras la aplicacion de la
DBS (Wingeier et al., 2006). Por otra parte, en registros simultaneos de corteza
motora y nucleo subtalamico, se ha corroborado que la DBS disminuye la
coherencia entre estos dos nucleos (De Hemptinne et al., 2015). Por esto, en el
presente estudio se decidié evaluar los efectos de red de las manipulaciones
optogenéticas.

En el modelo de roedor hemiparkinsoniano se ha descrito un aumento
parecido de la sincronia del sistema motor. Se ha evidenciado el aumento del poder
de beta en estructuras como la sustancia nigra, el nucleo subtalamico y la corteza
motora (Avila et al., 2010; Mallet et al., 2008). Ademas, la coherencia entre la corteza
motora y la salida de los ganglios basales también se ha descrito (Claire Delaville
et al., 2014; Sharott et al., 2005). Segun estos estudios, se proponia que el aumento
de velocidad en animales lesionados incrementa el poder de la banda beta, no asi
en animales control (Brazhnik et al., 2012). En este estudio, tras analisis exhaustivos
con el fin de hallar el ‘pico beta’ descrito en literatura de registros humanos y
replicado en roedores (ratas), no se pudo encontrar este marcador que se atribuye
a la fisiopatologia de esta lesion. Esto se pudo deber a que los estudios que
reportaron este fenomeno en el roedor utilizaron una caminadora (treadmill) para
registrar a los animales en época de movimiento. En este estudio simplemente se
separaron los momentos de alta velocidad de los animales de los momentos de
quietud mediante seguimiento por video. Es muy probable que los procesos
involucrados en un treadmill sean diferentes, puesto que el animal debe mantenerse
alerta, manteniendo el equilibrio y siguiendo la velocidad impuesta para no caer.

A pesar de no haber evidenciado el aumento de beta con caracteristicas de
pico, si se evidencié un aumento del poder de beta (Figura 22). Curiosamente, uno
de los protocolos que tuvo una mejoria mas evidente sobre la velocidad angular
promedio del animal (estimulacién de la via directa sobre el nucleo entopeduncular
a 5Hz) fue el unico que logré disminuir significativamente el poder de esta banda en
los animales lesionados registrados (Figura 23). Por lo tanto, es interesante
correlacionar que uno de los protocolos de estimulacion que mayor mejoria tuvo
sobre los parametros motores medidos, fue el unico que logré atenuar este patron
oscilatorio caracteristico de la enfermedad de Parkinson.

Con todo, es claro que existen diversas correlaciones entre elementos
encontrados en la enfermedad de Parkinson y su fisiopatologia. Sin embargo, se
vuelve evidente la necesidad de generar mayor conocimiento sobre cémo la
deficiencia de dopamina podria causar los efectos ya descritos. Aun mas, resulta
curioso reconocer que, si bien no conocemos a la enfermedad del todo, tampoco
existe una idea clara de cual es la funcioén del nucleo del sitio de accion (GPi) sobre
la conducta. A pesar de que la bradicinesia y el giro ipsilateral a la lesidon se han
utilizado para estudiar el efecto terapéutico de muchas intervenciones, no se
comprende cédmo la deficiencia unilateral de dopamina podria generar este giro.
Surgen dudas sobre si el animal no puede generar los movimientos que lleven a el
giro contralateral a la lesidn, o si el animal no tiene la voluntad de hacerlo. Por ultimo,
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también cabe la posibilidad de que el animal no pueda convertir en accion la
voluntad de girar de manera contralateral a la lesion. Por lo mismo, en el presente
estudio se disefid una tarea conductual que generaba giros ipsi- y contralaterales al
sitio de registro en el animal para entender de mejor manera la contribucion del
mismo a esta conducta.

La contribucion que el nucleo entopeduncular tiene sobre la conducta de
giro no se ha estudiado

Para generar mayor comprension de qué actividad en el nucleo entopeduncular
subyace a la conducta de giro, se generd una tarea conductual que permitio registrar
a las neuronas de este nucleo durante giros ipsi y contralaterales. A partir de los
experimentos de manipulacion optogenética se puede generar una hipotesis de que
el nucleo entopeduncular tiene relevancia en la conducta de giro del roedor. Un
raton con deplecion dopaminérgica unilateral genera una conducta de giro ipsilateral
a la lesién que puede ser consecuencia de la sobreactividad del nucleo, discutida
previamente. Por otro lado, tras efectuar inhibicion del mismo, el animal generé una
conducta de giro contralateral al sitio de inhibicién que fue gradual con respecto a
la intensidad de la inhibicion (Figura 20). Esto sugiere que la actividad del nucleo
entopeduncular esta ligada a la direccion y velocidad angular de la conducta de giro:
a mayor actividad, mayor giro ipsilateral, mientras que a menor actividad mayor giro
contralateral.

Tras entrenar a los ratones, éstos generaban una conducta de giro en espera
de recibir agua. Los datos que se obtuvieron del experimento revelaron que no
existe una relacion tan estrecha de la actividad del nucleo con la direccion del giro
que los animales realizaban. Interesantemente, solo un 8% (Figura 27C) de las
unidades registradas presentaron una actividad acorde a la hipotesis planteada; es
decir, tuvieron una actividad mas baja durante giros contralaterales en comparacién
con los giros ipsilaterales. Todavia mas peculiar, una mayor proporcion (14%,
Figura 27B) presentan una actividad significativamente mayor en giros
contralaterales, contrario a la hipotesis propuesta.

Si se considera ‘codificacidn motora’ como una buena correlacién entre la
actividad neural y algun parametro del movimiento medido externamente, es posible
afirmar que la mayoria de unidades registradas no responden al parametro de
‘direccion izquierda-derecha de giro.” Es decir, sélo un 8% de la poblacion
entopeduncular registrada refleja un decremento de actividad durante el giro
contralateral esperado a partir de las inhibiciones optogenéticas. Resulta entonces
contradictorio afirmar que el giro pronunciado contralateral que resulta tras inhibir al
inhibir el nucleo entopeduncular del roedor (Figura 18C) se debe a un cambio
meramente motor.

Estudios previos de la conducta de giro también reportan una paradoja entre
los experimentos de lectura y los de manipulacion ((Tecuapetla, Matias, Dugue,
Mainen, & Costa, 2014), Figura 28). Se han encontrado efectos intuitivos, opuestos
y simétricos, en la manipulacién de la via directa unilateral: la sobreactivacion por
medio de optogenética genera giros contralaterales al hemisferio estimulado
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mientras que una inhibicion de la actividad de las mismas genera giros ipsilaterales.
Esto concuerda muy bien con los experimentos de lectura: la via directa incrementa
su actividad ante giros ipsilaterales y la disminuye ante giros contralaterales. No
obstante, lo hallado en la via indirecta no es tan simple: la actividad poblacional
incrementa ante el giro ipsilateral, que concuerda con la induccion de giros
ipsilaterales tras su activacion optogenética; sin embargo, la inhibicion de la misma
también provoca giros ipsilaterales. Estos efectos dispares podrian deberse a la
sincronia que imponen las manipulaciones optogenéticas.

Seria esperable encontrar reflejado en la actividad del nucleo entopeduncular
los hallazgos mencionados arriba, pues tienen una conexion sinaptica directa. Asi,
resultaria l6gico que un giro ipsilateral, asociado a un incremento de la actividad
poblacional de la via directa generara una inhibicion generalizada del nucleo (post-
sinaptico) entopeduncular. Esto no se hallé. Una posibilidad que podria explicar esta
paradoja es que los experimentos mencionados en la Figura 28 fueron hechos en
un campo abierto, midiendo la conducta espontanea del animal. Los registros del
nucleo entopeduncular presentados en este escrito se hicieron en una tarea dirigida
a objetivos. El cambio de contexto podria cambiar la manera en la que la estructura
funciona. Esto se ha reportado previamente, cuando ante el cambio de estrategia
que el animal emplea para hacer un mismo movimiento, la correlacion entre
parametros cinematicos y la actividad neural desaparece (Figura 6A, (Turner &
Anderson, 2005) ).
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Figura 28. La actividad de las poblaciones de la via directa e indirecta del

estriado parecen estar relacionadas con la conducta de giro del animal. Existe
una discordancia entre los datos generados a partir de experimentos de lectura y aquellos de
manipulacion. La actividad poblacional (medida con reporteros de calcio y fotometria) tanto de la via
directa como de la via indirecta, aumenta ante los giros ipsilaterales del animal y disminuye ante los
giros contralaterales. Si se genera activacion unilateral artificial mediante optogenética, los animales
generan un giro ipsilateral ante la activacion de la via directa y contralateral ante la activacion de la
via directa. Estos efectos son opuestos cuando se genera la inhibicion unilateral mediante
optogenética de las vias. [Adaptado de (Tecuapetla et al., 2014)]

Por otro lado, se han propuesto otras funciones al nucleo entopeduncular,
mas alld de la mirada clasica de ‘nucleo motor.” Se le ha atribuido la funcion de
evaluacion de acciones, pues la actividad de las neuronas entopeduncular-habénula
reflejan la evaluaciéon de eventos recompensantes (Figura 6B y C, (Hong &
Hikosaka, 2008; Stephenson-Jones et al., 2016) ). Los datos de ambos estudios
mencionados concluyen que las neuronas de esta via codifican eventos
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recompensados con un decremento de la actividad y los aversivos/no
recompensados con un aumento de la misma. Estos datos fueron obtenidos en
tareas de condicionamiento clasico en cabeza fija. Si bien este tipo de tareas son
muy efectivas para aislar variables, no reflejan de manera facilmente extrapolable
la contribucion que éstas podrian tener en la conducta natural del animal. Por
ejemplo, es posible que estas sefiales relacionadas a la recompensa puedan tener
un componente espacial en la tarea que se presenta en este escrito. Es decir,
podrian codificar diferencialmente la recompensa que se obtendria de una accién a
la izquierda o a la derecha. Si bien en este estudio no se encontraron unidades que
respondieran con un decremento de la actividad ante el tono que predecia
recompensa, como se describe en la literatura mencionada, si hubo unidades que
tuvieron respuesta de aumento de actividad ante el tono (Figura Suplementaria 1,
panel 1). Esta unidad a la que se hace referencia tiene un aumento de la actividad
poco tiempo después del sonido del tono que indica recompensa en el puerto
derecho o izquierdo. Ademas, esta respuesta es significativamente diferente
(asteriscos verdes) entre los dos tonos (y solamente en la respuesta al tono). Esto
sugiere que, si esta senal es de prediccion de recompensa, no es lo mismo recibir
la recompensa de un lado que del otro. Asi, el incremento generalizado de la
actividad del nucleo GPi en pacientes y en modelos de la enfermedad de Parkinson
(descrito arriba) también podria desregular esta actividad asimétrica de
recompensa.

Otra manera para conciliar la discordancia entre los datos de giro ante
inhibicion optogenética es imaginar que la funcién del nucleo entopeduncular es
codificar una variable mas compleja y/o abstracta. Por ejemplo, se ha propuesto que
el estriado puede codificar el rendimiento esperado de la ejecucion de una accién y
el vigor con el que se realiza la misma (Wang, Miura, & Uchida, 2013). Asi, se podria
explicar que una salida del estriado, el nucleo entopeduncular, codifique
(inversamente, debido a la conexidon gabaérgica) algo similar. Por lo mismo, se
podria especular que la inhibicibn del mismo aumenta la velocidad de
desplazamiento porque asemeja un incremento en el ‘vigor. Otro grupo de
investigacion postula que la funcion del estriado esta relacionada con una variable
que nombran speed-accuracy trade-off (el compromiso entre velocidad y exactitud)
(Thura & Cisek, 2017). Esta idea implica al nucleo GPi no con la decision de la
accion tomada, sino con la urgencia con la que el animal realiza la accién. Aun mas,
este estudio senala que existe cierta direccionalidad en la respuesta de ‘urgencia’
de la unidad.

Si bien se han explorado variadas ideas que se han usado para explicar la
funcién del nucleo GPi/entopeduncular, en este estudio no se ha logrado discernir
entre las mismas. Se ha corroborado que la mayor proporcién de las unidades
registradas no presentan una actividad que esté acorde con las manipulaciones
optogenéticas en cuanto a la codificacién de la direccion de giro. Las respuestas
neurales de las unidades registradas en el nucleo entopeduncular es variada y
compleja (Figura Suplementaria 1). Asi, los experimentos de manipulaciéon
optogenética no pueden usarse para explicar por completo la funcién de este
nucleo, pues durante las conductas de giro las unidades no responden segun la
hipotesis derivada de las manipulaciones.
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Es necesario estudiar con mayor detenimiento la actividad de este nucleo en
animales lesionados y compararla con los animales controles. Por otro lado, es
posible que la lesion afecte de manera dispar a las diferentes poblaciones del nucleo
entopeduncular (Wallace et al., 2017). También podria ser cierto que algunas de
estas poblaciones (aquellas que proyectan al tdlamo motor) tengan mas relevancia
para la conducta de giro. Por ende, seria interesante disgregar qué contribucion
tiene esta subpoblacion (nucleo entopeduncular- tdlamo) durante el giro, y si ésta
poblacién fue la que cumplié la hipdtesis planteada. Estudiar qué funcién realiza
este nucleo durante la conducta de giro en animales controles y lesionados podria
dar lugar a un mejor entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad de
Parkinson.

Conclusiones

La inhibicion moderada del nucleo entopeduncular de manera unilateral ipsilateral
al hemisferio de lesion en un modelo roedor hemiparkinsoniano mejora los
parametros motores de giro ipsilateral a la lesion y bradicinesia, lo que favorece el
modelo de inhibicién del sitio blanco como mecanismo de accion del DBS.

A diferencia de estudios anteriores, el incremento en la banda beta solo se observo
en ensayos de movimiento rapido. Dicho incremento disminuyd con la estimulacion
optogenética de las fibras via directa sobre el nucleo entopeduncular (5Hz).

La actividad del nucleo entopeduncular en animales no lesionados durante la
conducta de giro no refleja del todo los datos extraidos de las manipulaciones
optogenéticas. Un estudio detallado de la actividad de este nucleo es necesario para
entender la contribucién de este a los fendmenos motores observados en animales
lesionados.
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Figura Suplementaria 1. Las respuestas neurales ante la conducta son muy diversas. Centro. Se muestra el
primer componente principal de las respuestas neurales a la derecha y a la izquierda. Los puntos A-L son ejemplos de las respuestas
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