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RESUMEN

El modelo murino de hemiparkinsonismo inducido por la inyeccion de 6-
hidroxidopamina es una herramienta ampliamente utilizada para estudiar diversos
aspectos de la enfermedad de Parkinson. Este modelo produce una deplecion
dopaminérgica unilateral que se traduce en giros ipsilaterales al sitio de la lesién,
utilizados comunmente para evaluar la eficacia del modelo. Sin embargo, la
actividad estriatal subyacente a esta conducta no ha sido completamente
caracterizada, ya que la mayoria de los estudios se han centrado en el hemisferio
lesionado, resultando en una escasa investigacion de la actividad estriatal en el
hemisferio no afectado por la deplecion dopaminérgica (Yu, et al., 2022).

Aunque se han reportado cambios en la concentracion y liberacion de
neurotransmisores, asi como en la actividad de enzimas relacionadas con su
biosintesis, no se ha determinado si estas modificaciones alteran la actividad
neuronal en el hemisferio contralateral a la lesion. Algunos otros trabajos han
explorado la actividad estriatal en dicho hemisferio y su influencia en la conducta,
pero generalmente bajo distintas configuraciones experimentales (in vivo) y, en
muchos casos, en presencia de intervenciones farmacoldgicas que pueden sesgar
los resultados (Molochnikov, et al., 2014),

Con el fin de minimizar la influencia de variables externas y caracterizar la actividad
basal de manera mas precisa, en esta tesis se analiza la actividad espontanea de
las neuronas estriatales en tejido in vitro, sin intervenciones experimentales
adicionales, tanto en el hemisferio lesionado como en el no lesionado. Para este
propésito, se utilizé la técnica de imagenologia de calcio con el indicador
fluorescente GCaMP6f en cortes cerebrales de ratones intactos (control) y modelos
hemiparkinsonianos. Este enfoque permiti6 monitorear indirectamente la actividad
de decenas de neuronas estriatales de manera simultdnea y con resolucion de
célula Unica. Los resultados revelaron que la lesion unilateral produce un aumento
significativo en la actividad espontanea del ndcleo estriado en el hemisferio
lesionado, mientras que la actividad neuronal del hemisferio no lesionado se

mantiene similar a la observada en los hemisferios de ratones control.
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GLOSARIO

- Receptor de transmisores: proteinas que reciben un ligando y sefaliza
cambios quimicos y/o fisicos en las células.

- Receptores ionotropicos: grupo de canales idnicos transmembranales que se
abren o cierran en respuesta a la unién de un mensajero quimico dejando
pasar carga eléctrica.

- Receptores metabotropicos: subtipo de receptores de membrana que no
forman un poro de canal idnico, sino que utilizan mecanismos de
transduccion de sefiales, para activar una serie de eventos intracelulares
utilizando productos quimicos como segundos mensajeros.

- Neurotransmisor: mensajeros quimicos del cerebro que pueden enviar
sefales excitadoras, inhibidoras o moduladoras en las neuronas.

- Neuromodulador: sustancia quimica liberada por neuronas modifica los
efectos de otros neurotransmisores, la excitabilidad o el metabolismo.

- Plasticidad: capacidad del sistema nervioso para modificar su estado,
creando estructuras y conexiones neuronales, en funcion de las condiciones
del medio.

- Sindrome parkinsoniano: se refiere a presentar los sintomas de la
enfermedad de Parkinson.

- Discinesias: movimientos involuntarios, erraticos y anormales que pueden
afectar a las extremidades, el tronco o la mandibula.

- Distonia: contracciones musculares involuntarias, sostenidas o intermitentes,
que causan movimientos de torsion repetidos y/o posturas anémalas que se
producen por la contraccién muscular simultanea de musculos.

- Disfuncion autondémica: condicion que ocurre cuando el sistema nervioso
auténomo no funciona apropiadamente.

- Cirugia estereotaxica: técnica quirurgica tridimensional que permite localizar

exactamente estructuras dentro del cerebro.
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Bregma: punto anatomico en el craneo humano donde convergen la sutura
coronal y sagital.

Lambda: punto anatomico situado en la interseccion de la sutura sagital y la
sutura lambdoidea en el craneo.

Anosmia: pérdida total del sentido del olfato.

Potencial de membrana: diferencia de potencial eléctrico que existe entre
ambos lados de la membrana celular.

Potencial de accion: sefal eléctrica que viaja a lo largo del axon y transporta
informacion de una neurona a otra.

Neurona postsinaptica: neurona que recibe senales excitadoras, inhibidoras
o moduladoras modificando su excitabilidad.

Neurona presinaptica: célula nerviosa que envia sefales a la neurona
postsinaptica a través de la sinapsis.

Deplecion: pérdida o disminucion.

Frames: imagen concreta dentro de una sucesion de imagenes en
movimiento.

Microcircuito: conjunto de conexiones e interacciones entre un grupo
determinado de neuronas.

Vector viral: virus modificado que se utiliza para introducir material genético
exdgeno especifico en el nucleo de una célula.

Deterioro cognitivo: disminucidn de las capacidades intelectuales que puede
afectar la memoria, el lenguaje, la atencion y el razonamiento.

Neuronas aferentes: neurona que transmite informacion desde un sitio a otro
del sistema nervioso central.

Agonista: farmaco o sustancia que se une a un receptor en el interior o
superficie de una célula y produce la misma respuesta que la sustancia

enddgena que normalmente se une a dicho receptor.
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INTRODUCCION

Los ganglios basales son un grupo de nucleos localizados en el encéfalo debajo de
la corteza y separados por el cuerpo calloso (Waldvogel, et al., 2015). Tienen
multiples funciones asociadas con la recompensa, la cognicion, el control motor, el
aprendizaje de procedimientos, la formacion de habitos y la toma de decisiones.
Implementan mecanismos de control para el inicio de movimientos facilitando los
movimientos voluntarios filtrando movimientos no deseados. El funcionamiento
anormal de los GB genera trastornos motores conocidos genéricamente como
“Desordenes del Movimiento” (Movement Disorders, en inglés) que constituyen toda
una rama de la neurologia. El ejemplo mas conspicuo y comun de estos es la

enfermedad de Parkinson (Young, et al., 2023)

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad crénica
neurodegenerativa mas frecuente, se caracteriza por la presencia de sintomas tanto
motores como no motores y, aunque es mas comun en personas mayores, también
puede manifestarse en adultos jévenes. La causa de la enfermedad es desconocida,
pero se ha relacionado con varios factores como la edad, la exposicidon a toxinas,
factores genéticos y trastornos de la microbiota (Beitz, 2014; Young, et al., 2023).
Estos factores serian la causa de la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
en la sustancia nigra pars compacta (SNc), del tegmento ventral y otras. Lo que
lleva a una disminucién en la biosintesis de dopamina (DA). Este neurotransmisor
actta como un modulador del sistema motor mediante la regulacién de la
excitabilidad neuronal en los GB, particularmente en el estriado, asi como otras
estructuras cerebrales, facilitando la seleccion y realizacion de secuencias de

movimientos (Tritsch, et al., 2012).

Para investigar diversos aspectos de la enfermedad, su patogénesis y sus
mecanismos fisiopatolégicos, asi como el disefio de nuevas terapias, se han
desarrollado multiples modelos animales basados en el uso de neurotoxinas y
técnicas de manipulacion genética. Entre los modelos inducidos por neurotoxinas,

el mas utilizado para lesionar la via nigroestriatal es el modelo de la 6-
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hidroxidopamina (6-OHDA), molécula que produce la pérdida aguda de neuronas
dopaminérgicas (Blandini, et al., 2008). La implementacion de diversas técnicas
experimentales ha sido fundamental para investigar la fisiopatologia. Entre estas se
encuentra la imagenologia de calcio, que permite estudiar la actividad neuronal al
detectar en tiempo real los cambios en las concentraciones de calcio intracelular
(Ca?*) que se generan por los disparos neuronales de potenciales de accion. Esta
técnica permite monitorear la actividad de multiples neuronas con resolucion de
nivel celular (Grienberger, et al., 2012). En este contexto, la imagenologia de calcio
hace posible comparar la actividad neuronal en microcircuitos en condiciones
control contra aquellos privados de DA, proporcionando informacion valiosa sobre
las alteraciones producidas por la deplecion dopaminérgica (Pérez-Ortega, et al.
2016).

Los numerosos estudios que han utilizado el modelo murino de hemiparkinsonismo
usando imagenologia de calcio, se han concentrado en registrar la actividad del
estriado del hemisferio lesionado, sin abordar qué pasa con el hemisferio opuesto a
la lesion. Los trabajos que si lo han examinado, efectuan pruebas in vivo, mientras
el animal se mueve, lo que hace pensar que la actividad observada en el hemisferio
no depletado de DA se debe al movimiento y no a la patologia. Ademas, distintos
autores usan varias intervenciones farmacoldgicas, por lo que la actividad estriatal
basal de este hemisferio in vitro no se ha caracterizado; entonces ¢ tiene algun nivel

de actividad patoldgica o es idéntico al de un animal no lesionado?

Por todo lo anterior, esta tesis tiene el objetivo de estudiar y comparar la actividad
espontanea global del nucleo estriado en el modelo con deplecién unilateral de DA
y en animales intactos, registrando tejido in vitro de ambos hemisferios y en

ausencia de intervenciones experimentales adicionales.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Breve introduccion anatomica

El sistema nervioso esta organizado en dos subdivisiones principales: sistema

nervioso central y sistema nervioso periférico.

El sistema nervioso central estd formado por el encéfalo y la médula espinal
(conectada al encéfalo a través del foramen magno del hueso occipital). Estas
estructuras derivan del tubo neuronal ectodérmico, el cual, durante el desarrollo del
cerebro, induce la formacion de tres regiones conocidas como vesiculas encefalicas
primarias: el prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. Tanto el prosencéfalo,
como el rombencéfalo se subdividen y forman las vesiculas enceféalicas
secundarias. El prosencéfalo se diferencia en telencéfalo y diencéfalo, y el

rombencéfalo lo hace en metencéfalo y mielencéfalo (Tortora, et al., 2006).

El cerebro consta de sustancia gris externa (corteza cerebral) y masa interna de
sustancia blanca (axones mielinizados; Nova, et al., 2023). La corteza cerebral mide
de 2 a4 mm de espesor, se organiza en diferentes areas funcionales que procesan
estimulos y son responsables de funciones sensitivas, motoras y cognitivas
superiores. Sus neuronas reciben informacion de varias estructuras subcorticales,
entre ellas el tdlamo (Nova, et al., 2023). La corteza contiene pliegues que se
denominan giros o circunvoluciones, entre estos existen grietas mas profundas
llamadas fisuras. La fisura longitudinal divide al cerebro en dos partes denominadas
hemisferios cerebrales, estos se conectan internamente por el cuerpo calloso. Cada
hemisferio se subdivide en Iébulos, que se denominan segun los huesos que los
cubren: frontal, parietal, temporal y occipital (Tortora, et al., 2006). Los dos
hemisferios del cerebro realizan calculos complementarios y hacen contribuciones

unicas para realizar una tarea (Grimshaw, 1998).

Otra estructura de relevancia es el talamo, el cual mide alrededor de 3 cm de largo,
esta ubicado en el centro del cerebro y representa el 80% del diencéfalo (Tortora, et
al., 2006), esta formado por dos estructuras simétricas, cada mitad tiene forma
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alargada en el eje anteroposterior, lo cual le da su apariencia ovoidea (Torres, 2023).
El talamo contribuye a las funciones motoras al transmitir informacién desde el
cerebelo y los ganglios basales hasta el area motora primaria de la corteza cerebral
(Tortora, et al., 2006; Shepherd, 2004).

1.2 Los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de nucleos subcorticales
interconectados (Young, et al., 2023) que estan conformados por el nucleo estriado
(putamen, nucleo caudado y nucleo accumbens) reconocido como el nucleo de
entrada principal a los GB, los llamados nucleos de relevo: el globo palido externo
(GPe) y el nucleo subtalamico (STN), y los nucleos de salida: el globo palido interno
(GPi) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr). Ademas, se cuenta entre ellos
también el nucleo modulador dopaminérgico: la sustancia nigra pars compacta
(SNc; Simonyan, 2019). Estos nucleos se ven involucrados principalmente en la
seleccion e implementacion de movimientos voluntarios en respuesta a estimulos
internos y externos, inhibiendo simultdaneamente los movimientos antagodnicos,
competitivos o de interferencia. Ademas de su funcién motora, los GB estan
implicados en una amplia variedad de procesos no motores, incluyendo la
regulacion de las emociones, el lenguaje, la toma de decisiones, el aprendizaje, la
memoria procedimental y la interpretacion de la informacién sensorial (Simonyan,
2019; Young, et al., 2023; Calabresi, et al., 2014; Shepherd, 2004).

El nucleo estriado y el globo palido se localizan en el telencéfalo, mientras que el
nucleo subtalamico en el tdlamo ventral (diencéfalo). Por otra parte, tanto la SNc y

la SNr se encuentran en el mesencéfalo (Purves, et al., 2001; Shepherd, 2004).

Su organizacion estructural basica fue descrita por Nauta y Mehler en 1966,
quienes, usando una tincién de impregnacién de plata observaron la degeneracion
de axones después de lesionar, identificando asi vias separadas que tenian su
origen en el estriado y enviaban proyecciones a segmentos del GPe y el GPi, asi
como proyecciones que iban del GPiy de la SNr al talamo y a las areas motoras del
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mesencéfalo (Gerfen, 2023). A finales de la década de 1980 se propuso el modelo
clasico de los GB, que reconocié a las dos vias descritas por Nauta y Mehler, como
la via directa y la via indirecta. Ademas, este modelo establecié que las vias eran
antagonicas: mientras la via directa favorece el movimiento, la indirecta lo inhibe
(Albin et al., 1989; Gerfen, 1992; Simonyan, 2019).

Se considera que el estriado es el principal nucleo de entrada a los GB porque recibe
abundantes entradas excitatorias provenientes de la corteza cerebral y del talamo.
Esta conformado principalmente por neuronas de proyeccidn que poseen
abundantes espinas dendriticas, que es donde reciben la mayoria de sus sinapsis
(SPNs; “Striatal Projection Neurons”; por sus siglas en inglés). Estas constituyen el
90% de sus neuronas y se dividen en dos grupos: las dSPNs y las iSPNs. Las
dSPNs expresan el receptor de DA de clase 1 (DiR) y proyectan
monosinapticamente a los nucleos de salida de los GB (GPi/SNr), formando parte
de la via directa del modelo de Albin et al. (1989). Estas neuronas usan como
transmisor al GABAy son inhibidoras, esto es disminuyen el disparo de las neuronas
de GPi/SNr, que también son inhibidoras (Gerfen, 1992) y su blanco son los circuitos
talamo-corticales y los nucleos del tallo cerebral como el PPN. Al haber dos
neuronas inhibidoras en serie, el papel de las dSPNs es desinhibir a los circuitos
talamo-corticales encargados del movimiento. Es por lo que las dSPNs promueven

el movimiento (Figura 1).

Por su parte, las iISPNs expresan el receptor de DA de clase 2 (D2R) y envian
proyecciones al GPe. Estas neuronas también usan como transmisor al GABA'y son
inhibidoras. Después de hacer sinapsis con las neuronas del GPe, también
inhibidoras, estas establecen conexiones con el STN y con los nucleos de salida
(GPi/SNr). Las neuronas del STN usan como neurotransmisor al glutamato y son
excitadoras: tienen como blanco a GPi/SNr, lo que aumenta el disparo de sus
neuronas y por tanto la inhibicion de estos nucleos sobre los circuitos talamo-
corticales encargados del movimiento. Por lo que las iISPNs reprimen el movimiento.
Debido al mayor niumero de relevos sinapticos entre el estriado y GPi/SNr a esta via

se le conoce como indirecta (Gerfen, 1992; Figura 1). Se supone que, actuando en
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conjunto, las dSPNs promueven los movimientos deseados o necesarios mientras
que las iSPNs restringen los movimientos antagénicos o no deseados, lo que es

fundamental para el control motor.

El mismo esquema se repite con las proyecciones de dSPNs e iSPNs al tallo
cerebral: MLR/PPN, nucleos encargados de los circuitos de la locomocion y la
postura (Gerfen, 2023).

Sin embargo, el GPe también manda proyecciones inhibidoras a GPi/SNr. Por lo
que el balance entre excitacion e inhibicidbn de los nucleos de salida es mas

complejo.

En suma, todas las SPNs son GABAérgicas, y soélo el 5% de estas poseen ambos
tipos de receptores dopaminérgicos (D1R y D2R; He, et al., 2021; Simonyan, 2019;
Matamales et al., 2009).

La actividad de los GB es regulada por multiples neuromoduladores, cuyos
receptores (usualmente acoplados a proteinas G) inician la sefalizacion a través de
segundos mensajeros que afectan la transmisién sinaptica. Uno de los mas
importante es la DA, cuya sintesis se ve afectada en trastornos como la enfermedad

de Parkinson, la esquizofrenia y la adiccion.

La DA actua como un modulador de la excitabilidad de las neuronas en el estriado
que participan en la seleccion de los movimientos. Incrementa la actividad de las
dSPNs a través de los D1R que activan proteinas Gs/oiry la via de AC/AMPc/PKA
(Surmeier et al.,, 1995; Hernandez-Lépez et al., 1997) mientras disminuye la
actividad de las iISPNs a través de los receptores D2R acoplados a una proteina Gipo
y la via de la PLC/IP3/CaCaM/PP2B (Hernandez-Lopez et al., 2000). Esto es, el
control motor depende de cuales movimientos pasan y cudles se suprimen es
controlado por la DA a través de la activacion y la restriccién del disparo de las

dSPNs y las iSPNs, respectivamente.
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A nivel presinaptico, la DA actua disminuyendo la liberacion de GABA en los blancos
de las SPNs de ambas vias a través de los mismos receptores (Guzman et al., 2003;
Tecuapetla et al., 2007). También actua sobre otras terminales, por ejemplo, de
glutamato desde las terminales de las proyecciones corticales y talamicas (Flores-
Hernandez et al., 1997; Tritsch, et al., 2012).

La inervacion dopaminérgica del estriado dorsal o sensoriomotor surge
principalmente de la via nigroestriatal proveniente de la SNc, mientras que la del
estriado ventral surge de las células del area tegmental ventral (VTA; “Ventral

Tegmental Area”; por sus siglas en inglés) (Yin, 2024).

— Glutamato

Entradas cortico-estriatales ] GABA
- =— =@ Dopamina

® dSPNs
® iSPNs

Figura 1. Esquema en corte sagital del modelo de las dos vias de los ganglios basales. El
estriado recibe estimulos de corteza y talamo (excitadora glutamatérgica) que al activar a las dSPNs,
liberan GABA al GPi y la SNr, inhibiendo ambos nucleos, provocando asi, la desinhibicion de las
neuronas glutamatérgicas de los circuitos tdlamo-corticales y las areas del mesencéfalo implicadas
en la funcion motora: el coliculo superior (SC; “Superior colliculus”), la region locomotora (MLR;
“Mesencephalic locomotor regién”) y el nicleo pedunculopontino (PPN; “pedunculopontine nucleus”).

El resultado conductual de esta cadena de eventos es liberar movimientos deseados. Por el
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contrario, la activacion de las iSPNs inhibe las neuronas GABAérgicas del GPe que proyectan hacia
el STN, provocando la desinhibicion de sus neuronas glutamatérgicas, las cuales proyectan a los
nucleos de salida GPi y SNr. La estimulacién de estos nucleos GABAérgicos provoca la inhibicion
de las neuronas glutamatérgicas de los circuitos télamo-corticales y asi, la represion de los
movimientos no deseados. Se representa la inervacion dopaminérgica al estriado por la SNc.
Adaptado de Gerfen, 2023.

1.3 Neuronas Estriatales de Proyeccion (SPNs)

Las SPNs tienen somas que miden entre 12 y 20 ym de diametro, se caracterizan
por tener alrededor de 6 troncos dendriticos principales que se ramifican en
dendritas secundarias y terciarias alcanzando longitudes totales de 250 ym. Estas
dendritas tienen miles de espinas dendriticas, que son los sitios en los que se
establecen las sinapsis provenientes de corteza y talamo. Pero las SPNs tienen
colaterales axdnicas entre ellas que mantienen disparos esporadicos a frecuencias
de entre 1 a 2 Hz in vivo, a pesar de las entradas excitatorias masivas (Kita et al.,
1988; Shepherd, 2004).

En animales con libre movimiento, las SPNs muestran rapidas fluctuaciones en el
potencial de membrana (Mahon et al., 2006; Kimura, 1990; Schultz, et al., 2003).
que cambia entre dos estados: un potencial hiperpolarizado llamado “down state”
(alrededor de -80 a -70 mV) y un estado despolarizado llamado “up state” (-60 a -40
mV) durante el cual puede haber trenes de potenciales de accién (Hernandez-
Lopez, et al., 1997; Wilson, et al., 1981; Wilson et al., 1996; Vergara-Aragon, et al.,
2003). El “down state” se debe principalmente a conductancias de potasio, por
ejemplo: Kir2, ademas de la corriente de fuga, lo que mantiene el potencial de
membrana cerca del potencial de equilibrio del ion potasio (alrededor de -90 mV;
Jiang et al., 1991; Kita et al., 1984). Este estado se ha observado en experimentos
in vitro (Vergara-Aragon et al., 2003). Debido a la inhibicion entre ellas, las
conductancias de potasio y que cada entrada excitatoria deja de una a dos sinapsis
en cada SPN (sinapsis en passant), se necesita de varias neuronas aferentes para
superar el umbral de disparo (Yin, 2024). Pero si hay varias neuronas aferentes

disparando, necesariamente son varias las SPNs que responderan simultanemente.
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1.4 Interneuronas estriatales

El 10% de la poblacion neuronal estriatal no son SPNs, sino que son interneuronas
que reciben entradas glutamatérgicas de corteza y tdlamo, conformando modulos o
circuitos locales entre ellas y con las SPNs (Kawaguchi, et al., 1995; Tecuapetla, et
al., 2010). Las principales interneuronas son: a) las de disparo de bajo umbral
(LTSIs; “low-threshold spike interneurons”, por sus siglas en inglés) que inervan
principalmente el arbol dendritico de las SPNs controlando asi las entradas
excitadoras que reciben (Straub, et al., 2016) , b) las interneuronas de disparo rapido
(FSls; “fast spiking interneurons”; por sus siglas en inglés) que inervan
principalmente la region perisomatica de las SPNs modulando la produccién de
potenciales de accion (Straub, et al., 2016), c) y las interneuronas colinérgicas
(CINs; “cholinergic interneurons”; por sus siglas en inglés) que son principalmente
moduladores de las SPNs junto con la DA, pues la acetilcolina que liberan actua a
través de receptores muscarinicos acoplados a proteinas G (Pérez-Rosello et al.,
2005; Pérez-Burgos et al., 2008; Carrillo-Reid et al., 2009; Pérez-Ramirez et al.,
2015). Estas son las interneuronas principales y mas abundantes, hay otras clases,
y todas tienen diferentes modos de disparo, marcadores moleculares y propiedades
de membrana (Yin, 2024).

1.5 Enfermedad de Parkinson
1.5.1 Descripcion y caracteristicas

La Enfermedad de Parkinson fue descrita por primera vez en 1817 por James
Parkinson en su trabajo “Un ensayo sobre la paralisis temblorosa”, en el cual la
describe como una enfermedad neurolégica que presenta temblor en reposo y una

peculiar discapacidad motora progresiva (Samii, 2004).

El trastorno afecta del 1-2 % de la poblacién mayor de 60 anos, porcentaje que
aumenta con la edad. En México la incidencia es de 50 casos nuevos por cada
100,000 habitantes (INAPAM, 2019; Secretaria de Salud, 2024 ). Es una enfermedad

neurodegenerativa progresiva e incapacitante, hasta que el paciente no puede
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valerse por si mismo. Puede asociarse con demencia, depresion y sintomas
sensoriales, o que provoca un gran desgaste del sistema de salud, al igual que
presion fisica, emocional y econémica de las familias con pacientes (OMS, 2023).
Como la causa inmediata es la privacién de DA por la muerte de neuronas en la
SNc, el tratamiento es substitutivo administrando L-DOPA, precursor de DA, que es
sintetizada por las terminales que le quedan vivas al paciente. La alternativa son los
agonistas a los receptores de DA (Lara-Gonzalez et al., 2019). Sin embargo, el alivio
es temporal, primero porque las terminales y neuronas siguen muriendo, segundo,
porque la misma L-DOPA produce efectos colaterales en la mayoria de los pacientes
como los son las discinesias (Calderon et al., 2022): movimientos anormales
involuntarios (abnormal involuntary movements o AlMs por sus siglas en inglés) —

se trata de una coreoatetosis con distonia.

Pero la EP esta dentro de una gama amplia de sindromes parkinsonianos y se
distingue de estas otras enfermedades por la asimetria de los sintomas al inicio de
la enfermedad, asi como su respuesta a la medicacion dopaminérgica (Bartels et al.
2009; Ropper et al. 2014; Williams, 2013).

1.56.2 Diagndstico

El diagndstico clinico se basa principalmente en la identificacion de caracteristicas
motoras, como el temblor en reposo asimétrico de progresion lenta, la rigidez y la
bradicinesia, signos que se hacen evidentes cuando han muerto cerca del 50-70%
de las neuronas dopaminérgicas. Ademas, se ha reportado la aparicion de sintomas
no motores que pueden desarrollarse afios antes que los déficits motores, como
anosmia, estrefiimiento, depresion y trastorno del suefio REM (Rapid Eye
Movement; por sus siglas en inglés). En las etapas avanzadas de la enfermedad,
pueden aparecer otros sintomas no motores, como disfunciéon autonémica, dolor y

deterioro cognitivo (Simon, 2019).

Es importante sefialar que, al comienzo de los sintomas motores, la EP suele
presentarse con signos unilaterales (que afectan a un solo lado del cuerpo),

sugiriendo la afectacion predominante de un hemisferio (Agosta, et al., 2019). Sin
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embargo, a medida que la sintomatologia progresa y se agrava, el cerebro muestra
una degeneracion progresiva en el hemisferio contralateral (Booij et al., 1997; Choe
et al., 1998; Wang et al.,, 2015). De forma que, cuando la EP avanza

significativamente, estos signos se extienden hacia ambos lados del cuerpo.

1.5.3 Etiologia

En cuanto a la etiologia de la EP, numerosos estudios sugieren que su origen es
multifactorial. Sin embargo, se ha identificado que los factores de riesgo mas
significativos son la edad y el sexo, donde los hombres mayores de 60 afios son
mas susceptibles que las mujeres (teniendo una tasa de prevalencia de 3:2). Entre
otras posibles causas, se han reportado cerca de 90 loci asociados a riesgo
genético, y se ha encontrado que factores ambientales, como la exposicion a
pesticidas y contaminantes en el agua, junto con habitos de vida como el consumo
de tabaco, café, la practica de ejercicio, y el estado de la microbiota intestinal
pueden impactar significativamente en el desarrollo de la enfermedad (Beitz, 2014;
Tolosa et al., 2021).

1.6 Modelos animales de la enfermedad de Parkinson

Con el objetivo de estudiar diferentes aspectos de la EP y desarrollar nuevas
terapias, se han generado una amplia variedad de modelos animales usando
neurotoxinas y técnicas de manipulacion genética. En la generacion de modelos
neurotoxicos, los compuestos mas utilizados son la 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), la rotenona y el paraquat. Por su
parte, los modelos transgénicos han sido resultado de la manipulacion de genes
como los que expresan la alfa-sinucleina (SNCA), la cinasa 2 con repeticiones ricas
en leucina (LRRK2), la cinasa 1 inducida por PTEN (PINK1), la parkina (PRKN), la
proteina desglicasa (DJ-1) y el factor de transcripcién mitocondrial A (TFAM, modelo
Mitopark; Antony, et al., 2011; Chia et al., 2020).

De entre todos, el modelo inducido por la inyeccion intracerebral de 6-OHDA, ha

sido uno de mas utilizados en la investigacién debido a que algunos de los signos
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motores de la EP en humanos son consistentes con los observados en los modelos
animales (Chia et al., 2020). La 6-OHDA, debido a su similitud estructural con la
dopamina, tiene una alta afinidad por el transportador del neuromodulador, el cual,
transporta la toxina al interior de las neuronas dopaminérgicas. Una vez dentro, la
neurotoxina se acumula en el citosol y se oxida generando especies reactivas de
oxigeno (ROS), incluyendo peroxido de hidrogeno, radicales de superoxido y
radicales hidroxilos. Ademas, la 6-OHDA también se acumula en la mitocondria,
donde inhibe la actividad de la cadena transportadora de electrones bloqueando el

complejo |.

La administracion de 6-OHDA en diferentes regiones del cerebro provoca un patrén
distintivo de degeneracion neuronal. La inyeccion directa en el estriado dana los
axones terminales seguido por la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas en
la SNc, mientras que la inyeccion directa en la SNc o en el MFB (“Medial Forebrain
Bundle”, por sus siglas en inglés) provoca la destruccion masiva de las neuronas en
estos nucleos (Ungerstedt, 1968; Chia et al., 2020; Blandini, et al., 2008).

Los roedores son comunmente utilizados para generar modelos de estudio debido
a su facil manejo en el laboratorio, la disponibilidad de cepas transgénicas, y la
existencia de protocolos bien establecidos. A lo largo de los afios, se han
desarrollado diversas pruebas conductuales para monitorear el deterioro de la
funcion motora en roedores lesionados unilateralmente con 6-OHDA. Entre las
pruebas mas utilizadas destacan aquellas que cuantifican el comportamiento
rotacional inducido por farmacos como la anfetamina, que provoca giros ipsiversivos
(hacia el lado de la lesién), y la apomorfina, que induce giros contraversivos (hacia

el lado opuesto de la lesion; Blandini, et al., 2008).

Estas pruebas fueron introducidas alrededor de 1970 por Urban Ungerstedt y
Gordon Arbuthnott, quienes incluyeron el diseno de un rotémetro que les facilito el
registro de los giros y les permitié realizar pruebas simultaneas en diferentes ratas.
Este dispositivo permitié registrar giros completos (360°) en cualquier direccion
durante intervalos de tiempo especificos, ademas de distinguir entre giros netos y

giros parciales (en vueltas/minuto) durante el periodo de la prueba (Bjorklund, et al.,
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2019). La cuantificacidon de los giros ipsiversivos y contraversivos se ha empleado
como una medida para evaluar la eficacia de la deplecién dopaminérgica inducida
por 6-OHDA en modelos hemiparkinsonianos; sin embargo, los mecanismos que

provocan estos giros se comprenden parcialmente.

1.7 Imagenologia de calcio.

1.7.1 Importancia del calcio en las neuronas.

El calcio es un mensajero intracelular esencial en las neuronas de los mamiferos.
Los iones de calcio generan sefiales intracelulares que determinan una larga
variedad de funciones en cada tipo de células en los organismos biolégicos. En el
sistema nervioso, la entrada de calcio en las terminaciones presinapticas permite la
exocitosis de las vesiculas que contienen los neurotransmisores (Shepherd, 2004).
En la postsinapsis, un aumento transitorio del nivel de calcio en las espinas
dendriticas es esencial para la induccion de la plasticidad sinaptica dependiente de

la actividad neuronal (Zucker, 1999).

Las neuronas de los mamiferos expresan mdultiples tipos de canales de calcio
dependientes de voltaje y de ligandos, que permiten la entrada de estos iones al
interior celular (Bean, 2007). La mayoria de las neuronas tienen una concentraciéon
intracelular basal de aproximadamente 50-100 nM, que puede aumentar
transitoriamente a valores 10 a 100 veces mas altos durante la generacion de
potenciales de accidon (Berridge et al., 2000). Ademas de los canales de calcio
activados por estos, la activacidon de receptores de glutamato ionotropicos, de
receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR) y de canales de potencial transitorio
del receptor tipo C (TRPC) pueden también facilitar la entrada del ion (Fucile, 2004;
Higley et al., 2008; Ramsey et al., 2006). En esta tesis nos interesa la entrada de
calcio a las SPNs por el disparo de potenciales de accion.
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1.7.2 Imagenologia de calcio como técnica experimental

La imagenologia de calcio es una técnica experimental que nos permite seguir en
el tiempo, la actividad eléctrica de decenas de neuronas simultaneamente con
resolucidn de célula unica. Se basa en la deteccion de cambios en la concentracién
de calcio intracelular usando indicadores fluorescentes afines a este ion (Carrillo-
Reid, et al., 2008; Grienberger, 2022).

El progreso de la imagenologia de calcio ha involucrado dos procesos paralelos: el
desarrollo y mejora continua de los sensores de calcio, y el desarrollo e
implementacion de la instrumentacién adecuada. Los primeros indicadores de calcio
usados para monitorear la dinamica del ion al interior de las células fueron
fotoproteinas bioluminiscentes de unioén a calcio, como la aequorina (Ashley, et al.,
1968; Shimomura, et al.,, 1962). Posteriormente, se desarrollaron indicadores
mucho mas sensibles y versatiles, resultado de la hibridacion de quelantes
selectivos a Ca?*. Un importante avance por parte del laboratorio de Roger Tsien,
fue la introduccion de los indicadores de calcio codificados genéticamente y
basados en proteinas (GECIs; “Genetically Encoded Calcium Indicators”; por sus
siglas en inglés) de los cuales uno de los mas utilizados es el indicador proteico
GCaMP (Grienberger, et al., 2012)

Este indicador se compone de una proteina verde fluorescente (GFP; “Green
Fluorescent Protein”; por sus siglas en inglés) fusionada a la calmodulina (CaM) y a
un péptido proveniente de la cinasa de miosina (M13). La presencia de calcio (Ca?*)
causa un cambio conformacional en el complejo CaM-M13 provocando el aumento
de fluorescencia de la GFP (Figura 2; Carter, et al., 2022). El pico de excitacién del
fluoréforo es a una longitud de onda de 480 nm y su pico de emision es en 510 nm.
Muchas generaciones de indicadores GCaMP obtenidos por mutagénesis han
presentado mejoras en su fluorescencia, relacion sefial-ruido y fotoestabilidad. Sin
embargo, en células excitables, monitorear flujos rapidos de Ca?* requiere una
resolucién de milisegundos y por tanto tasas de disminucion y aumento de la
fluorescencia de hasta 1000 s (Helassa, et al., 2015). GCaMP6f puede emitir

senales fluorescentes congruentes con la aparicion de potenciales de accién. La
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sefal tarda ~50 ms en aparecer cuando se dispara un potencial de accion (time-to-
peak) y su tiempo de caida (decay time) es de ~140 ms (Akerboom, et al., 2012;
Douglas, et al., 2014).

De esta manera, el aumento en la fluorescencia sigue al aumento en las
concentraciones de calcio intracelular resultado de los disparos neuronales,

haciendo posible visualizar indirectamente la actividad eléctrica de las neuronas.

Existen diferentes formas de lograr la expresion de los GECIs en las células de
interés, una de ellas es mediante el uso de vectores virales como el Virus Adeno-
Asociado (AAV, por sus siglas en inglés), el cual tiene la ventaja de no ser patdégeno
a corto plazo y provocar una respuesta inmunitaria escasa. Los vectores AAV
recombinantes (rAAV) modernos se generan reemplazando todo el genoma viral
entre los repetidos terminales invertidos (ITR, por sus siglas en inglés) con un caset
transcripcional aproximadamente menor a 5 kb de longitud (Applied Biological
Materials, 2024).
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Figura 2. Imagenologia de calcio usando GCaMP. (A) Representacion esquematica del
funcionamiento del indicador proteico GCaMP al unirse al calcio intracelular. (B) Ejemplo de la
fluorescencia de GCaMP in vivo. Las tres imagenes muestran neuronas del mismo espécimen
expresando GCaMP, que muestran diferentes niveles de fluorescencia a través del tiempo
relacionado a su actividad neuronal. Adaptado de Guide to Research Techniques in Neuroscience
(p- 169; Carter et al., 2022).
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2. JUSTIFICACION

A pesar de que el modelo murino de hemiparkinsonismo inducido por 6-OHDA ha
sido ampliamente utilizado para investigar los efectos de la deplecion
dopaminérgica en la actividad neuronal del nucleo estriado, la mayoria de los
estudios se han enfocado en analizar este parametro en el hemisferio lesionado. Si
bien, existen trabajos que exploran esta actividad en el hemisferio opuesto a la
lesion, lo hacen en condiciones experimentales in vivo y bajo la influencia de
farmacos, factores que pueden sesgar los resultados cuando se trata de describir la
actividad basal estriatal. Por otro lado, otros trabajos han reportado cambios en la
concentracion de neurotransmisores y en la actividad de las enzimas involucradas
en su biosintesis, sugiriendo la presencia de mecanismos compensatorios. Sin
embargo, no se ha comprobado si estos mecanismos influyen en la actividad
estriatal. Por todas estas razones, se propone analizar y comparar la actividad
espontanea del nucleo estriado en ambos hemisferios utilizando tejido in vitro de
modelos hemiparkinsonianos y animales intactos. Los modelos in vitro son
esenciales para realizar bioensayos de drogas novedosas con potencial uso
terapéutico, pues en ellos las concentraciones de las drogas en equilibrio pueden
ser controladas abriendo la posibilidad de realizar pruebas de concentracién-

respuesta.

3. OBJETIVOS

3.1 General

3.1.1 Registrar la actividad neuronal global del nucleo estriado mediante
imagenologia de Ca?** en tejido in vitro sin estimulacion, obtenido de los
dos hemisferios de ratones intactos y hemiparkinsonianos, con el fin de

comparar su actividad y evaluar si existen diferencias significativas.
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3.2 Especificos

3.2.1 Lesionar unilateralmente, por medio de cirugia estereotaxica la SNc,
utilizando la neurotoxina 6-OHDA para generar el modelo murino de

hemiparkinsonismo y realizar su validacién mediante conducta de giro.

3.2.2 Realizar una transfeccion viral mediante cirugia estereotaxica en
ratones C57BL/6J, para lograr la expresiéon de la proteina indicadora de

calcio GCaMP6f bajo el promotor sinapsina.

3.2.3 Obtener registros de la actividad espontanea de decenas de neuronas
estriatales en ambos hemisferios mediante imagenologia de calcio en

ratones sanos y hemiparkinsonianos.

3.2.4 Comparar mediante pruebas estadisticas la actividad estriatal bilateral

en ratones sanos y hemiparkinsonianos.

4. HIPOTESIS

La actividad neuronal espontanea estriatal del hemisferio no lesionado de un animal
hemiparkinsoniano es menor a la del hemisferio lesionado cuando se registran in

vitro.

5. METODOLOGIA

Para el disefio experimental se emplearon ratones C57BL/6J, divididos en cuatro
grupos experimentales: hemisferio derecho e izquierdo de animales intactos y el
hemisferio lesionado y no lesionado de ratones hemiparkinsonianos. Para lograr la
deplecion dopaminérgica se realizd una cirugia estereotaxica inyectando 6-OHDA
en la SNc. La eficacia de la deplecién se validd 10 dias después con la prueba de
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conducta de giro. Posteriormente a todos los grupos se les realizé una transfeccién
viral para lograr la expresion del indicador fluorescente de calcio GCaMP6f en
neuronas estriatales. Después de 15 dias se obtuvieron los cerebros y se realizaron
cortes de 250 uym, a los cuales se les registré la actividad espontanea estriatal
mediante imagenologia de calcio (Figura 3). Los datos obtenidos fueron analizados,
se construyeron graficos para su interpretacion y se realizaron pruebas estadisticas
no paramétricas. El disefio experimental tiene aprobacion del Comité Interno para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM (CICUAL-IFC; Protocolo de laboratorio JBD257-25).

Ratones
hemiparkinsonianos
Ratones
C57BL/6J
Deplecion Evaluacion PAAV.Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40 (AAV1)
dopaminérgica con apomorfina Transfeccion viral
D90 D100 D105 )
> 100 rotaciones
Controles & contralaterales

Hemiparkinsonianos

® CTX

>

HD HL
STR
® ®
Cortes cerebrales
* Imagenologia
Transfeccion viral de Ca*
I HI HNL |
D105 D120

Figura 3. Disefio experimental. Ratones hemiparkinsonianos: Se muestra la obtencién del

modelo murino de hemiparkinsonismo inyectando 6-OHDA en la SNc mediante cirugia estereotaxica.
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Después de 10 dias se evalu6 el grado de deplecion dopaminérgica a través de la conducta de giro
inyectando subcutaneamente apomorfina, si los ratones presentaron 100 rotaciones contralaterales
0 mas por hora y ninguna o pocas rotaciones ipsilaterales se les realizd la transfeccion viral.
Controles & Hemiparkinsonianos: Se realiz6 la entrega del vector viral a todos los grupos, en
donde el AAV se inyectd en el estriado del hemisferio derecho o izquierdo (dependiendo del grupo
experimental y/o de la lesidn). Finalmente, se obtuvieron cortes cerebrales y se realizoé el registro de
la actividad neuronal espontanea mediante imagenologia de calcio. Debajo de cada procedimiento

se indican los dias transcurridos desde el nacimiento del raton.

5.1 Obtencion de ratones y grupos experimentales

Para los experimentos realizados se utilizaron ratones C57BL/6J criados y alojados
en el Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, en condiciones de
temperatura, humedad y ciclos de luz/oscuridad controlados, suministrando ad
libitum agua y alimento, siguiendo las especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio contenidas en la Norma Oficial
Mexicana NOM 062-Z00-1999.

Dichos ratones fueron separados en los siguientes grupos experimentales:

- Hemisferio derecho animal intacto (HD): Ratones control usados para

registrar la actividad espontanea estriatal del hemisferio derecho.

- Hemisferio izquierdo animal intacto (HI): Ratones control usados para

registrar la actividad espontanea estriatal del hemisferio izquierdo.

- Hemisferio lesionado de animal hemiparkinsoniano (HL): Ratones a los que
se les inyecto 6-OHDA en la SNc del hemisferio derecho y se registro la

actividad espontanea estriatal del hemisferio lesionado (derecho).

- Hemisferio no lesionado de animal hemiparkinsoniano (HNL): Ratones a los
gue se les inyecto 6-OHDA en la SNc del hemisferio derecho y se registré la

actividad espontanea estriatal del hemisferio no lesionado (izquierdo).
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5.2 Privacion de dopamina y evaluacién del modelo de hemiparkinsonismo

Se realizé una cirugia estereotaxica a los ratones pertenecientes a los grupos HL y
HNL para la obtencion del modelo murino hemiparkinsoniano. Dichos ratones fueron
anestesiados por via inhalatoria con isoflurano a una concentracion de 2 a 3% en
oxigeno. Se inyectaron 0.6 yL 6-OHDA [10 ug/uL] a una tasa de 0.2 pL/minuto en la
SNc del hemisferio derecho usando el microinyector automatico Nanoject I
(Microinjectors, Drummond Scientific Company, Broomall, PA) en las siguientes
coordenadas, utilizando Bregma como referencia: -2.6 mm anteroposterior (AP), -
1.5 mm lateromedial (LM) y -4.6 mm ventrodorsal (DV). Después de 10 dias, el
grado de deplecion dopaminérgica se evalué mediante la conducta de giro. Para
esto, se inyectd apomorfina por via subcutanea (0.5 mg/kg en solucion salina con
0.02% ascorbato) y se registraron los giros ipsilaterales (del mismo lado de la lesion)
y contralaterales (sentido contrario a la lesién) al sitio de lesién con el software
RotaCount 2.0 por 60 minutos. Se consider6 como un buen modelo de
hemiparkinsonismo a aquellos ratones que presentaron mas de 100 rotaciones

contralaterales en una hora y ninguna o pocas rotaciones ipsilaterales.

5.3 Infeccion viral

Se utilizé el virus adenoasociado pAAV.Syn.GCaMP6fWPRE.SV40 (AAV1)
#100837 (https://www.addgene.org/100837/) para expresar GCaMP6f bajo el
promotor de sinapsina (proteina presente en todas las neuronas). Para la cirugia
estereotaxica los ratones de los grupos HD y HL se anestesiaron como se describe
previamente y se inyectaron 0.25 pL del vector viral en el estriado del hemisferio
derecho en las coordenadas +0.9 mm AP, -1.7 mm LM y -2.8 mm DV con respecto
a Bregma. Se llevd a cabo el mismo procedimiento en el estriado del hemisferio
izquierdo para los grupos HI y HNL, con las siguientes coordenadas: +0.9 mm AP,
+1.7mmLMy-2.8 mm DV.

32


https://www.addgene.org/100837/

5.4 Obtencion de cortes cerebrales

Después de 15 dias post-operatorios, los ratones infectados se anestesiaron con
ketamina-xilacina (85 mg/kg y 15 mg/kg respectivamente), una vez que se corroboro
la profundidad anestésica, enseguida se les realizo una perfusion intracardiaca con
una solucion de sacarosa fria preparada en el laboratorio, cuya composicion fue:
234 mM sacarosa, 28 mM NaHCOs, 7 mM dextrosa, 4.54 mM piruvato, 0.28 mM
acido ascorbico, 2.5 mM KCI, 7 mM MgClz, 1.44 mM NaH2PO4y 0.4 mM CaClz a
4°C (pH=7.4). Posteriormente, el cerebro fue extraido y los hemisferios separados
con un corte sagital, al hemisferio izquierdo o derecho (dependiendo del lado
infectado) se le realiz6 un corte parahorizontal con un angulo de 30° y se obtuvieron
cortes de 250 um usando un vibratomo (PELCO easiSlicer; Ted Pella, Redding, CA).
Los cortes cerebrales obtenidos se mantuvieron en una solucién de fluido
cerebroespinal artificial, con la siguiente composicién: 126 mM NaCl, 15 mM
dextrosa, 26 mM NaHCOs, 0.2 mM de tiourea, 0.2 mM &cido ascorbico, 2.5 mM KClI,
1.3 mM MgClz, 1.2 mM NaH2PO4, 2.0 mM CaClz, a un pH de 7.4 y una osmolaridad
de 300 £ 5 mOsm/L, de igual manera estos cortes fueron perfundidas con 95% O>
y 5% COa2.

5.5 Registro de la actividad espontanea estriatal

Después de 30 minutos de reposo, los cortes cerebrales obtenidos se colocaron en
una placa de microscopio equipado con un objetivo de inmersion en agua 20X DIC-
IR (Olympus XLUMPLFLN Objective, 1 NA, 2 mm WD; New York) para su
observacion. La estimulacion del fluoréforo se realizé con un laser LED acoplado a
filtros de excitacion y emision especificos para los parametros de GCaMP6f. Las
longitudes de onda utilizadas fueron 460-480 nm para la excitacion y 495-540 nm
para la emision (Olympus Japan U-MGFPHQ). Los videos de imagenologia fueron
obtenidos con una cadmara CoolSnap K4 (Photometrics Inc, Huntington Beach, CA)
controlada con el programa Im-Patch © (Instituto de Fisiologia Celular; acceso libre:

www.im-patch.com). Se realizaron registros de 2160 cuadros, con una tasa de
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adquisicién de 6 cuadros por segundo, hasta obtener registros de 6480 cuadros por
rebanada. De esta manera la actividad neuronal en cada grupo experimental se
infirid a través de la sefal de fluorescencia emitida por la proteina GCaMP6f.
Finalmente, al término de cada registro se usé una solucion de KCI [15 mM] para
determinar la viabilidad del tejido, considerando Unicamente aquellos cortes

cerebrales que tuvieron el 85% de células viables (responsivas).

5.6 Analisis de los videos de imagenologia de calcio

El analisis de los registros se inicié con el programa ImageJ (National Institutes of
Health; acceso libre: https://imagej.nih.gov/ij/index.html), con el que se filtraron los
videos para mejorar el contraste (Figura 4A) y asi detectar regiones de interés
(ROIs), correspondientes a los somas neuronales activos que tuvieron fluctuaciones

de fluorescencia (Figura 4B).

Usando el programa Im-Patch®©, los transitorios de calcio se calcularon como AF/FO,
AF corresponde a la diferencia Fi-FO, donde Fi es la intensidad de la fluorescencia
al interior de los ROIls en cada cuadro y FO, la fluorescencia de fondo, es el area
alrededor de los sitios de interés. Posteriormente, se calcula la derivada del
transitorio de Ca?*, d(AF/F0)/dt, respecto al tiempo. La porciéon positiva de la
derivada indica el rapido aumento de la fluorescencia y coincide con la aparicion de
potenciales de accidn generados por pulsos de corriente en registros simultaneos
(Padilla-Orozco, et al., 2022). Se tom6 como actividad neuronal a los cambios de
fluorescencia que superaron un umbral estadistico de 2.5 desviaciones estandar
(Figura 4C).

La actividad eléctrica inferida se uso para obtener matrices binarias C x F, donde C
representa el nUmero de células activas y F el nimero de cuadros o frames en cada
video, en ellas el numero 1 indica el momento en el que una neurona en especifico
disparé potenciales de accién y 0 el momento en el que no disparé (Figura 4D). Con

estas matrices binarias se construyeron graficos tipo raster donde cada valor 1 fue
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reemplazado por un punto y O por espacios vacios. También se construyeron
histogramas de coactividad neuronal, para lo que se sumg la actividad de todas las
neuronas que exhibieron actividad en un cuadro especifico del registro a lo largo del
experimento (Figura 4E).

A B
0]

Células activas
6480x34 double
1 2 3 4 5

Frames o cuadros de registro
-

slelslotslalals lols lalels |y

slelale olalalalelslslalsls

Coactividad Numero de células activas

Tiempo

Figura 4. Procesamiento de los registros obtenidos por imagenologia de calcio. A) Video de
la actividad espontanea estriatal. (1) Ejemplo de un cuadro de registro obtenido con los parametros
de excitaciéon y emision especificos para GCaMPG6f. (ll) El mismo cuadro filtrado con el programa
Image J. (B) Seleccion manual de somas neuronales que tuvieron fluctuaciones de fluorescencia en
el campo (regiones de interés, ROIs). (C) Registro simultaneo de una interneurona colinérgica del
estriado que ilustra el procesamiento de la sefal fluorescente (lll) Se muestra el disparo espontaneo
de la neurona registrado con la técnica extracelular de Patch Clamp cell-attached. (IV) Transitorios
de calcio (AF/F0). Estos se definieron como el cambio de la fluorescencia de un soma neuronal
respecto a la fluorescencia de fondo a lo largo del registro. (V) Derivada en el tiempo del transitorio
de calcio [d(AF/F0)/dt]. Cuando el valor de la derivada supera las 2.5 desviaciones estandar se
considera actividad neuronal. (VI) Acercamiento de una seccion del registro. Adaptado de Padilla-
Orozco, et al. (2022). (D) Ejemplo de matriz binaria. Las columnas representan las células que
exhibieron actividad a lo largo del registro y las filas son los cuadros de registro (E) Grafico tipo raster

e histograma de coactividad. En las ordenadas se muestra el numero de células activas y en las
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abscisas el tiempo de registro. Los puntos representan el instante en el que una célula en especifico
tuvo actividad, la ausencia de estos representa la falta de actividad. El histograma de coactividad se
obtuvo sumando la actividad en las filas de las matrices binarias, de esta manera se obtiene el

numero de células que tuvieron actividad por cada cuadro de registro.

Con el objetivo de cuantificar la actividad neuronal se emplearon dos métricas: la
tasa de actividad acumulada y la funciéon de distribucion acumulada (CDF). Las
cuales fueron calculadas usando scripts creados en el laboratorio con el software
MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA).

El primer paso fue calcular la actividad acumulada, definida como la suma
acumulada de la actividad neuronal a lo largo de todo el experimento. Este calculo
se realizd utilizando los histogramas de coactividad, sumando las columnas
correspondientes a cada cuadro del registro [Figura 5A(l), B(l)]. Posteriormente, a
esta sumatoria se le aplicé un ajuste lineal, cuya pendiente resultante se denomind
tasa de actividad acumulada [Figura 5A(ll), B(ll); Figura 7]. Esta métrica se empled

como indicador de la actividad neuronal neta en cada experimento individual.

Los valores de las tasas de actividad acumulada se representaron mediante graficos
de caja (boxplots), lo que permitié observar la distribucién de los datos de cada
grupo experimental. Estos graficos muestran las medianas, los rangos
intercuartilicos (Q1-Q3) y posibles valores atipicos (outliers), proporcionando una
herramienta util para comparar la distribucion de actividad neuronal entre grupos.
La comparacion de las medianas y la dispersion dentro de cada grupo permitié
identificar posibles diferencias significativas en la actividad acumulada entre los
grupos experimentales (Figura 5C). Dichas diferencias se corroboraron mas

adelante mediante analisis estadisticos.

Adicionalmente, se calcularon los promedios y los errores estandar de la media de
la actividad acumulada de los experimentos que integran cada grupo experimental
[Figura 5A(ll), B(ll)]. Estas mediciones complementaron la visualizacion grafica,
mostrando que, a pesar de la dispersion de los datos, los valores de los distintos
grupos experimentales se separan de manera clara (Figura 8). Lo que refuerza la

hipétesis de que existen diferencias significativas entre ellos.
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Figura 5. Cuantificacion y representacion de la actividad neuronal. A partir del histograma de
coactividad se obtuvo la suma acumulada de los cuadros del registro para cada uno de los
experimentos dentro de una misma condicién [A(l); B(l)]. El resultado obtenido de esta acumulacién
de actividad se muestra para cada uno de los experimentos del grupo “hemisferio izquierdo animal
intacto (HI)” representados por lineas rojas opacas [A(ll)] y con lineas azules opacas los
experimentos del “hemisferio lesionado animal hemiparkinsoniano (HL)” [B(Il)]. Posteriormente para
ambos grupos se ajusté una recta a cada una de estas lineas, cuya pendiente indicé la tasa de
acumulacion de la actividad neuronal. Para las dos condiciones el promedio de la actividad de los

experimentos esta representado por la linea de color verde oscuro y el area sombreada indica el
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error estandar de la media. (C) Las pendientes obtenidas (tasas de actividad acumulada) se

graficaron en diagramas de cajas para comparar la actividad total de las diferentes condiciones.

Por otra parte, se calculd la funcion de distribucion acumulada (CDF; “cumulative
distribution function”; por sus siglas en inglés), una métrica que permite comparar
distintas condiciones experimentales al evaluar la probabilidad acumulada de la
actividad de todas las neuronas que integran dichas condiciones (incluyendo las de
todos los experimentos; Figura 10). La CDF se obtuvo calculando, para cada
neurona, la proporcion de cuadros activos respecto al total de cuadros registrados.
Estos valores se acumularon progresivamente hasta incluir a todas las neuronas y

finalmente fueron normalizados respecto al mayor valor de actividad registrada.

5.7 Analisis estadistico de los datos

Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA). Todas ellas son libres de distribucién

0 No paramétricas:

- Kruskal Wallis con la prueba de Dunn post hoc: La prueba de Kruskal-Wallis
determind si existe o no una diferencia estadisticamente significativa entre
las medianas de la actividad de las diferentes condiciones experimentales. Si
los resultados fueron estadisticamente significativos (p< 0.05), se usa la
prueba de Dunn, que realiza comparaciones por pares, entre cada grupo,

para determinar con claridad qué grupos son estadisticamente diferentes.

Para las CDFs se comparan las distribuciones de la actividad neuronal directamente

usando la siguiente prueba:

- Prueba de Kolmogorov-Smirnov: Compar6o las distribuciones de la
probabilidad acumulada de actividad de las diferentes condiciones y

determind si son diferentes o iguales.
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6. RESULTADOS

La actividad espontanea de neuronas estriatales en tejido in vitro se registro
mediante la técnica de imagenologia de calcio. Esta actividad se representd en
gréficos tipo raster, que muestran las neuronas activas durante el registro, asi como
su coactividad (Figura 6). Cada experimento se hizo en un corte de tejido cerebral

individual, proveniente de un animal diferente.

Los experimentos representativos de cada condicibn muestran que la actividad
espontanea estriatal es similar en los dos hemisferios de ratones intactos (HD y HL)
al igual que el nUmero de neuronas registradas y su coactividad (Figuras 6A, C). Al
lesionar la SNc del hemisferio derecho con la neurotoxina 6-OHDA (HL), la actividad
espontanea en el ndcleo estriado aumenta considerablemente, al igual que el
namero de neuronas activas con respecto a ambos hemisferios sanos. El
histograma de coactividad muestra una mayor cantidad de cuadros activos y
neuronas coactivas (Figura 6B). Al registrar la actividad del nucleo estriado en el
hemisferio opuesto al de la lesion (HNL) se observa un aumento en la cantidad de
neuronas activas a lo largo del registro, sin embargo, su actividad espontanea y
namero de células coactivas son estadisticamente no distinguibles de los

registrados en los hemisferios de ratones sanos (Figura 6D).

Al calcular la actividad acumulada, se observa que los experimentos pertenecientes
al HL tienen los valores mas grandes en comparaciéon a las demas condiciones. Por
otro lado, la actividad acumulada es similar para los experimentos pertenecientes a
los grupos HD, HI y HNL (Figura 7). Esta observacion persiste en la figura 8, al
obtener el promedio de la actividad acumulada de todos los experimentos, donde el
sombreado alrededor de cada linea muestra el error estandar (SE) de la media por
cada condicion. EI SE es un valor estadistico que indica la variabilidad de las
estimaciones promedio de la actividad acumulada dentro de cada grupo
experimental. En el HL, el area sombreada es mas amplia, lo que indica una mayor

variabilidad en los promedios de la actividad acumulada entre los experimentos que
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integran la condicion. Por el contrario, en las demas condiciones, el area es mas

estrecha, reflejando mayor consistencia entre los experimentos, y, por lo tanto, una

mayor precision en la estimacion del promedio. La clara separacion de la actividad

acumulada del hemisferio lesionado respecto a las demés condiciones demuestra

que la lesion induce cambios significativos en la dindmica de la actividad

espontanea estriatal (Figuras 7 y 8).
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Figura 6. Actividad estriatal bilateral en los modelos murinos intacto y hemiparkinsoniano.

Gréfico tipo raster e histograma de coactividad que muestran la actividad espontanea estriatal en el

hemisferio derecho de un ratén sano (A), en el hemisferio lesionado (derecho) de un modelo murino
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hemiparkinsoniano (B), en el hemisferio izquierdo de un ratén sano (C) y en el hemisferio no

lesionado (izquierdo) de un modelo murino hemiparkinsoniano, inducido con 6-OHDA (D).

Actividad acumulada

—— Hemisferio derecho animal intacto (HD)
— Hemisferio izquierdo animal intacto (HI)

— Hemisferio lesionado animal hemiparkinsoniano (HL)
~——— Hemisferio no lesionado animal hemiparkinsoniano (HNL)

I I I I I I I I I |
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500

Cuadros de registro

Figura 7. Actividad acumulada de las diferentes condiciones experimentales. Cada linea

corresponde a un experimento independiente en el que se registrd la actividad espontanea de

neuronas estriatales en tejido in vitro. A la actividad acumulada de cada experimento se le ajusto una

linea recta. El c4digo de colores representa la condicion a la que pertenece cada experimento.
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Figura 8. Promedio de la actividad acumulada obtenida de tejido in vitro de ratones intactos y
hemiparkinsonianos. Se representa el promedio de la actividad acumulada de todos los
experimentos para cada una de las condiciones. El area sombreada alrededor de cada linea
corresponde al error estandar de la media. El cédigo de colores indica la condicion a la que pertenece

la actividad.

La comparacion de las tasas de actividad acumulada a través del gréafico de cajas
corrobora las observaciones hechas en las figuras 7 y 8 (Figura 9). Al comparar las
tasas de todos los grupos experimentales mediante la prueba de Kruskal Wallis se
obtuvo un valor de p=0.0032, por lo que se realizé la prueba de Dunn post hoc que
compar6 las condiciones en pares y cuyos resultados se muestran a continuacion:
no se observaron diferencias significativas en la actividad espontanea estriatal entre
los grupos HD (n= 6) vs HI (n= 6; p= 0.7440). Por otro lado, existe una diferencia
significativa al comparar la actividad del HD (n=6) con la del HL (n=6; p= 0.0008),

pero no la existid al contrastar el HD (n=6) con el HNL (n=6; p=0.3691). La actividad
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espontéanea estriatal del HI (n=6) tiene diferencias significativas respecto a la
actividad del HL (n=6; p= 0.0025), pero no con la del HNL (n=6; p= 0.5676).
Finalmente, al comparar la actividad entre los hemisferios del modelo 6-OHDA se

pueden apreciar diferencias significativas [HL (n=6) vs HNL (n=6), p=0.0143].

Los resultados en conjunto muestran un aumento de la actividad estriatal tras la
lesion de la SNc con 6-OHDA. Sin embargo, este incremento parece ser exclusivo
del hemisferio lesionado, el hemisferio opuesto a la lesibn posee una tasa de
actividad similar a la observada en tejido proveniente de los ratones sanos, aunque

Se aprecia una mayor varianza.

[JHemisferio derecho animal intacto (HD)

[ THemisferio izquierdo animal intacto (HI)

[ ]Hemisferio lesionado animal hemiparkinsoniano (HL)

| Hemisferio no lesionado animal hemiparkinsoniano (HNL)

*%¥

*¥% *
2.6+
Prueba Valor
» 2.4 I estadistica Comparacién st
T 2.2 + Kruskal Wallis | 10905195 | 5 0035
S grupos
£ 2.0
- HD vs HI 0.7440
g 1.8 )
= 1.6+ & HL vs HNL 0.0143
-8 1 .4“ Y
S 1.24 : 2 Dunn HivsHNL | 0.5676
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& 107 HD vs HL 0.0008
< 0.8
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Figura 9. Comparacién de las tasas de actividad acumulada de todas las condiciones.
Diagrama estadistico de cajas de las tasas de actividad acumulada de las diferentes condiciones
para poder hacer comparaciones entre grupos. El tamafio de muestra de cada condicién es de 6
experimentos. Los asteriscos sobre las lineas horizontales representan el nivel de significancia
estadistica entre las condiciones, resultante de la prueba de Dunn (Kruskal Wallis, p=0.0032), en
donde *p< 0.05; **p<0.01; ***p< 0.001. El cédigo de colores representa la condicion a la que
pertenece cada pendiente. A la derecha se muestra una tabla que resume los resultados de las

pruebas estadisticas.
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Por altimo, se obtuvieron las CDF, que permiten visualizar la probabilidad de
actividad de cada condicion de manera acumulativa. En la figura 10, el grupo HL
tiene una curva mas desplazada hacia la derecha, en comparacion a las demas
condiciones, indicando mayor probabilidad de actividad de las neuronas. La prueba
de Kolmogorov-Smirnov usada para comparar la curva de distribucion del grupo HL
(n= 271 neuronas) indica diferencias significativas respecto a los grupos
experimentales: HD (n= 166 neuronas), HI (n= 200 neuronas) y HNL (n= 214
neuronas), con un valor de p<0.0001, para las tres condiciones.

La CDF del HD (n= 166 neuronas), no tiene diferencia significativa con la del HI (n=
200 neuronas; Kolmogoérov-Smirnov, p= 0.1769), ni con la del HNL (n= 214
neuronas; Kolmogo6rov-Smirnov, p= 0.3230). Asimismo, no se observaron
diferencias entre el HI (n= 200 neuronas) y el HNL (n= 214 neuronas; Kolmogérov-
Smirnov, p= 0.9673). La figura muestra que las CDFs correspondientes a los
hemisferios derecho e izquierdo de ratones intactos, al igual que la del hemisferio
opuesto a la lesién, se superponen, lo que indica una probabilidad de actividad

similar entre ellas.

1.0+
0.9
Loy Prueba & " Valor
estadistica |-OMPAracion) e p
0.7
HD vs HI 0.1769
0.6
w HLvs HNL | <0.0001
8 0.5
[ Kolmogérov- HI vs HNL 0.9673
0.4 Smirnov
Hemisferio derecho animal intacto (HD) HDvsHL | <0.0001
0.3+ —— Hemisferio izquierdo animal intacto (Hl)
Hemisferio lesionado animal hemiparkinsoniano (HL)
0.2 _l‘ . - Hemisferio no lesionado animal hemiparkinsoniano (HNL) HDvs HNL | 0.3230
lvsH X
0.1 HI vs HL <0.0001
0.0 T

T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Probabilidad acumulada de actividad neuronal

Figura 10. Funcion de distribucion acumulada de las diferentes condiciones experimentales.

Estas funciones se construyeron usando todas las neuronas activas de los diferentes experimentos
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en cada condicién (hemisferio derecho animal intacto, n= 166 neuronas; hemisferio izquierdo animal
intacto, n= 200; hemisferios lesionado animal hemiparkinsoniano, n= 271; hemisferio no lesionado
animal hemiparkinsoniano, n= 214). El cddigo de colores representa la condicién a la que pertenece
cada funcién. Las CDFs se compararon mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, la cual verifica
el grado de similitud entre dos distribuciones. A la derecha del gréafico, se muestra una tabla que

resume los resultados obtenidos por esta prueba estadistica.

7. DISCUSION

Los videos de la actividad espontanea estriatal en tejido in vitro de ratones control
(HD y HI) muestran pocos cuadros de registro activos con repetidos periodos de
silencio (Figura 6). Esta actividad no es diferente entre hemisferios (Figuras 9y 10).
Estos resultados son congruentes con diversos trabajos in vitro anteriormente
publicados, que muestran que los microcircuitos estriatales pertenecientes a
ratones control muestran poca actividad espontanea (en comparacion a ratones
lesionados), similar a la observada en sujetos (in vivo) en reposo total (Plata, et al.,
2013; Aparicio-Juérez, et al., 2019; Mink, 2003; Parker, et al., 2018). Esta escasa
actividad espontanea, observada en tejido sano (Figura 6), se debe en parte a las
caracteristicas de las SPNs, que conforman la gran mayoria del total de neuronas
en el nucleo (90-95%) y cuya actividad es usualmente por debajo de los 2 Hz,
irregular y con largos periodos de silencio (Wilson, 1993), debido a dos factores
principales: primero, el hiperpolarizado potencial de membrana en reposo
(alrededor de -80 mV), el cual se debe en parte a la presencia de corrientes de
potasio (rectificadores entrantes de tipo Kir; Pacheco-Cano et al., 1996; Mermelstein
et al., 1998). Segundo, a fuertes entradas inhibitorias intrinsecas del microcircuito y
activadas por la corteza (feed-forward y feed-back inhibition; Taverna et al., 2008;
Flores-Barrera et al., 2009; 2010; 2011; Lopez-Huerta et al., 2013). Lo que hace que
se requiera una fuerte entrada excitatoria para transitar al up-state y disparar
potenciales de accion (Mahon, et al. 2001; Arias-Garcia et al., 2013; 2018; Vizcarra-
Chacén et al., 2013). Asi, en condiciones control los disparos neuronales son
esporadicos y el estriado es clasificado como un nucleo cuasi-silente (Bargas, et al.,
1999; Crutcher, et al.1984; Kimura, 1992; Klaus, et al., 2016).
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Pero algo sucede con el microcircuito estriatal privado de dopamina (HL) que exhibe
un aumento significativo en la actividad espontanea comparada con la de ratones
control (HD y HI; Figuras 6, 9 y 10). Este resultado ha sido reportado previamente
(Liang, et al., 2008; Jaidar, et al., 2010; Lemaire, et al., 2012; Pérez-Ortega, et al.,
2016). Se ha atribuido, en parte, a la potenciacion de las entradas glutamatérgicas
corticostriatales tras la deplecion dopaminérgica (Calabresi, et al., 1993; Gubellini
et al., 2002; Galarraga, et al., 1987) y a la pérdida de las entradas inhibitorias
(Taverna et al., 2008; Lopez-Huerta et al., 2013). En condiciones normales, las
proyecciones dopaminérgicas provenientes de la SNc y las terminales
glutamatérgicas de la corteza convergen en las SPNs, facilitando el balance
excitacion-inhibicion en el circuito estriatal (Bouyer et al., 1984; Freund et al., 1984).
Sin embargo, la deplecion dopaminérgica induce cambios sobre la transmisién
excitatoria en el estriado, reflejada en un aumento en la amplitud y frecuencia de los
potenciales sinapticos espontaneos hacia las SPNs (Calabresi, et al., 2000;
Galarraga, et al.,1987), asi como los cambios ya mencionados en las entradas
inhibidoras (Taverna et al., 2008; Lopez-Huerta et al., 2013).

Ademas de los cambios en la transmision sinaptica en el microcircuito estriatal
privado de DA, ocurren cambios en la morfologia de las SPNs, los que podrian
contribuir a los patrones de actividad anormal. La mayor alteracion, descrita por
primera vez en ratas lesionadas con 6-OHDA en el MFB y posteriormente en monos
tratados con MPTP y pacientes con EP, es el cambio en el tamafio, forma e incluso
pérdida de las espinas dendriticas de las SPNs, tanto de la via directa como de la
indirecta (Ingham, et al., 1989; Stephens, et al.,, 2005; Zaja-Milatovic, et al.,
2005; Day, et al., 2006; Villalba, et al., 2009). Dado que estas estructuras son las
principales receptoras de aferencias corticostriatales y talamostriatales, es probable
gue su pérdida aumente la alteracion de la transmision glutamatérgica (Smith, et al.,
2013). Otros estudios han demostrado que la arborizaciéon dendritica se reduce en

las SPNs de ambas vias (Fieblinger et al., 2014).
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De acuerdo con el modelo de las dos vias de los ganglios basales (Albin, et al.,
1989; Delong, 1990) la deplecién dopaminérgica provoca que la actividad de las
SPNs gque integran la via directa e indirecta se vea afectada de manera diferencial:
las dSPNs reducen su tasa de disparo a causa de la falta de activacion de los D1R,
donde la DA es facilitadora. En contraste, las iISPNs incrementan su tasa de disparo
debido a la supresion de la activacion de los D2R, donde la DA es inhibidora.
Estudios in vitro demuestran que tras lesiones con 6-OHDA la excitabilidad
intrinseca y dendritica de las dSPNs es menor, mientras que en las iISPNs aumenta,
en comparacion con ratones no lesionados (Fieblinger et al., 2014). Estos cambios
se interpretan como adaptaciones homeostéticas que buscan contribuir a mantener
la actividad balanceada de ambas vias en fases tempranas del parkinsonismo, pero
gue resultan insuficientes en fases posteriores (Mallet, et al., 2006; Galvan, et al.,
2015).

En esta tesis, comprobamos que la privacion de DA aumenta significativamente la
actividad espontanea de las neuronas estriatales en el hemisferio lesionado,
mientras que, el hemisferio no lesionado de un animal hemiparkinsoniano, parece
no tener cambios significativos en su actividad con respecto a los controles (Figuras
9 y 10), excepto por un ligero aumento en la varianza. En este sentido, se ha
reportado que tras la deplecion unilateral de DA, se encuentran niveles menores de
este neurotransmisor en el estriado ipsilateral a la lesion en comparacién con el
hemisferio contralateral, acompafiado de alteraciones en el comportamiento, como
son los giros ipsiversivos. Ambas caracteristicas reflejan la lateralidad de la lesion
(Smith, et al., 2008; Walker, et al., 2013; Bjorklund, et al., 2019; Blesa, et al., 2011).

En el estudio de Yu et al. (2022), en el que se evaltan distintos aspectos de la
prueba de giro en el modelo murino de hemiparkinsonismo, se reportd que la
anfetamina, un farmaco utilizado para aumentar la concentracién de DA al inhibir su
recaptacion, incrementa la actividad de las SPNs en el hemisferio no lesionado
produciendo giros ipsilaterales a la lesion. En el lado lesionado no hay terminales

dopaminérgicas suficientes para que la anfetamina tenga efecto, mientras que en el
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lado no lesionado sigue habiendo terminales dopaminérgicas. Asimismo, al
administrar SKF 38393, un agonista dopaminérgico selectivo para DiR, se registra
mayor actividad en las SPNs del hemisferio lesionado acompafiada de giro
contralateral. Lo anterior se atribuye comunmente a la sobreexpresion de D1Rs en
el lado lesionado provocando hipersensibilidad de estos en respuesta a la deplecién
dopaminérgica (Gerfen, 2003; Robinson, et al., 1988; Ungerstedt, 1971). Por lo que
los resultados del estudio sugieren que, en la conducta de giro inducida por
farmacos, los ratones giran con direccion al hemisferio que tiene menor actividad
estriatal. Si bien, estas observaciones in vivo se encuentran bajo la influencia de la
manipulacion farmacolégica, si reflejan el desequilibrio funcional entre los dos
hemisferios, lo que se relaciona con los resultados obtenidos en el tejido in vitro,
donde Unicamente el lado lesionado presenta una actividad espontanea aumentada
(Figuras 6; 9y 10).

Pero, aunque no se observan cambios evidentes en la actividad neuronal estriatal
del hemisferio no lesionado, no se puede descartar, a priori, que la lesion unilateral
con 6-OHDA produzca alteraciones en el mismo. Estudios previos en diversos
modelos animales de hemiparkinsonismo (lesibn en la SNc) proponen una
regulacion entre el hemisferio sano y el depletado de DA (Blesa, et al., 2011), ya
que se sabe que entre el 1% y 3% de las fibras dopaminérgicas que llegan al
estriado de un hemisferio cerebral provienen de la SNc y del VTA del hemisferio
opuesto (Molochnikov, et al., 2014), por lo que se ha sugerido una regulacion entre
las vias nigroestriatales y mesolimbicas de ambos hemisferios cerebrales que, tras
la lesiéon unilateral, el hemisferio menos afectado (no lesionado) busca compensar
la reduccién de DA estriatal en el hemisferio mas afectado (lesionado). Entre los
mecanismos de compensacion se proponen el incremento en la liberacion de DA
(Nieoullon, et al.,, 1977), el aumento de la tasa de recambio de dopamina
(Andersson, et al., 1980), la regulacion positiva de la tirosina hidroxilasa (Kozlowski,
et al., 2004) y el aumento del contenido de GABA y glutamato (Masuo, et al., 1988),
todos ellos en el estriado contralateral a la lesion. Todo lo anterior dificulta la

interpretacion de los experimentos in vivo. Por lo que pensamos conveniente
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comprobar si estos cambios producen alteraciones in vitro, en el hemisferio no
lesionado, ya libre de posibles circuitos compensatorios. Nuestros resultados
demuestran que en el hemisferio no lesionado no se presenta una actividad
significativa mayor que la registrada en animales no lesionados, aunque si se
detecta un aumento en la varianza. Esto refuerza el uso del modelo in vitro para
bioensayos de farmacos con potencial utilidad terapéutica y la comparacion de la
actividad neuronal entre los lados lesionado y no lesionado, pues la diferencia con
el tejido de animales control no es significativa. Sin embargo, los presentes
resultados podrian ayudar a reinterpretar los resultados obtenidos en modelos in
vivo. ¢ Por qué en este modelo si hay instancias en que el lado no lesionado tiene
mas actividad? Como hipotesis de trabajo pensamos que habria que estudiar el lado
no lesionado en animales hemiparkinsonianos, pero sin el uso de farmacos que
induzcan mayor lateralidad que la obtenida por la sola deplecion de DA. En
contraparte, en el modelo in vitro podrian usarse los diferentes farmacos usados in

Vivo, para corroborar las interpretaciones que se tienen de este modelo.

8. CONCLUSION

Los resultados presentados en esta investigacion contribuyen a la caracterizacion
de la actividad estriatal basal de los dos hemisferios del modelo murino de
hemiparkinsonismo. Limitando la influencia de factores externos y enfocandose
exclusivamente en la actividad espontanea del tejido, en condiciones in vitro, sin
estimular, la lesion unilateral de la SNc con 6-OHDA genera un incremento
significativo en la actividad global espontanea estriatal en el hemisferio lesionado.
En contraste, el hemisferio no lesionado mantiene una actividad similar a la de los
hemisferios de ratones sanos, los cuales no muestran diferencias significativas entre

ellos.
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