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RESUMEN

Se piensa que los ensambles neuronales del estriado codifican estados
funcionales relacionados con el aprendizaje asociativo, la memoria de
procedimientos y la organizacion secuencial de distintos comportamientos. El
sistema colinérgico modula los procesos de memoria en el estriado y en otras
estructuras cerebrales. Sin embargo aun se desconoce como los microcircuitos
estriatales componen los trazos de memoria. Por medio del registro
electrofisiolégico en célula entera y el uso de imagenes de calcio investigamos la
modulacion colinérgica de los ensambles neuronales estriatales, los cuales se
caracterizan por exhibir estados de actividad sincronizada. Dicha actividad se
alterna continuamente entre diferentes poblaciones neuronales. Analizamos la
modulacion colinérgica de las dinamicas de la red estriatal con técnicas de
reducciéon multidimensional y otros algoritmos mateméaticos. Encontramos que la
activacion del sistema colinérgico habilita a los ensambles neuronales estriatales
con propiedades que antes soOlo habian sido adscritas tedricamente a redes
neuronales artificiales capaces de almacenar informacién. Por medio del uso de
teoria de graficas aplicada a los estados de la red estriatal fue posible encontrar
secuencias de vectores neuronales con dindmicas recursivas similares a la
actividad de los llamados ensambles neuronales. Dichos ciclos tienen una
estructura modular y estan organizados en jerarquias. Estos resultados
experimentales llevan a la conclusién de que el sistema colinérgico habilita al
microcircuito neoestriatal con la capacidad de componer secuencias complejas

de actividad neuronal. Ha sido propuesto que redes neuronales recurrentes con



las caracteristicas mostradas en los presentes experimentos permitirian a las
secuencias de actividad repetitivas convertirse en memorias, y a las memorias

repetitivas componer nuestros habitos.

SUMMARY

Striatal cell assemblies are thought to encode functional network states
related to associative learning, procedural memory and the sequential
organization of behavior. The cholinergic system modulates memory processes
in the striatum and other brain structures. How striatal microcircuits compose
memory traces is still unknown. We used whole cell and calcium imaging
techniques to investigate the cholinergic modulation of striatal cell assemblies
which exhibit several properties such as synchronous states of activity and the
alternation of this activity among different neuron pools. We analyzed the
cholinergic modulation of the network dynamics with multidimensional reduction
techniqgues and several mathematical algorithms. The activation of the
cholinergic system enables striatal cell assemblies with properties that have been
ascribed to neural networks with memory storage capabilities. Graph theory
techniques applied to striatal network states revealed sequences of vectors with
a recursive dynamics similar to closed reverberating cycles. The cycles exhibit a
modular structure and a hierarchical organization. We concluded that the
cholinergic system enables the striatal microcircuit with the ability to compose
complex sequences of activity. Neuronal recurrent networks with the

characteristics encountered in the present experiments are proposed to allow



repeated sequences of activity to become memories, and repeated memories to

compose habits.

INTRODUCCION

Los ganglios basales

Los ganglios basales son un grupo de estructuras subcorticales que comprenden
distintos nacleos (Figura 1). El funcionamiento de cada uno de ellos es de gran
importancia desde el punto de vista clinico. Diversas lesiones de los ganglios
basales generan desérdenes motores devastadores tales como la enfermedad
de Parkinson o la enfermedad de Huntington. Aunado a ello, los ganglios
basales estan implicados en distintas enfermedades neuropsiquiatricas.
También se sabe que durante estados relacionados con problemas de adiccion
la funcidbn de los ganglios basales se encuentra alterada. Finalmente, los
ganglios basales juegan un papel determinante en el aprendizaje y la memoria
de procedimientos y habitos (Graybiel, 2000).

El estriado es el principal nicleo de entrada de los ganglios basales,
recibe aferencias de la corteza cerebral y de los nucleos intralaminares del
talamo (Wichmann, 1999; Bolam et al. 2000). La muerte de las neuronas del
estriado produce distintas patologias como la enfermedad de Huntington y otros
desérdenes hiperkinéticos (Wichmann y DelLong, 2003). El globo pélido (que
contiene un segmento externo y otro interno) recibe la mayoria de las salidas
estriatales. Este es uno de los sitios blanco para lesiones terapéuticas

(palidotomia) y estimulaciones eléctricas que buscan mejorar los signos de la



enfermedad de Parkinson (Lozano et al. 1995). El ndcleo subtaldmico juega un
papel determinante en el control de la actividad del globo palido, por lo cual se
ha ido incrementando la frecuencia de procedimientos quirdrgicos para
estimularlo eléctricamente con el objetivo de tratar la enfermedad de Parkinson
(Ostergaard et al. 2002). La substancia nigra, formada por dos regiones: la pars
compacta y la pars reticulata; también es critica para el funcionamiento de los
ganglios basales. La degeneraciéon de las neuronas dopaminérgicas de la
substancia nigra pars compacta produce la enfermedad de Parkinson (Ehringer y

Hornykiewicz, 1960).
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Figura 1. Esquema simplificado que ilustra la organizacion de los ganglios basales.
Las lineas rojas indican aferencias inhibitorias, las lineas verdes indican aferencias

excitadoras y las lineas amarillas indican aferencias dopaminérgicas.



Funciones relacionadas con los ganglios basales:

Desdrdenes motores

El modelo sobre el funcionamiento de los ganglios basales mas utilizado durante
los dltimos afios, postula la existencia de dos vias que compiten entre ellas para
facilitar (via directa; neuronas neoestriatales que expresan receptores del tipo
D1) o inhibir (via indirecta; neuronas neoestriatales que expresan receptores del
tipo D2) el movimiento (Germen et al, 1990). Desde el punto de vista mas
simple, la dificultad para realizar movimientos durante la enfermedad de
Parkinson resulta de la sobre activacién de la via indirecta; mientras que el
exceso de movimientos en desdrdenes como la enfermedad de Huntington se
produce por la sobre activacion de la via directa. También ha sido propuesto que
el antagonismo entre ambas vias podria ayudar a seleccionar comandos
especificos suprimiendo los movimientos no deseados, dando lugar a un sistema
de retroalimentacion que controla la generaciéon de secuencias motoras (Albin et
al. 1989). Existen diversas controversias sobre la fiabilidad de este modelo, sin
embargo hasta la fecha no ha sido propuesta otra alternativa que explique mejor
la funcionalidad de los ganglios basales (Takakusaki et al. 2004; Hutchison et al.

2004).

Enfermedades neuropsiquiatricas
Los sintomas neuropsiquiatricos que se presentan durante padecimientos
neurodegenerativos tales como como la enfermedad de Parkinson o la

enfermedad de Huntington han sido interpretados como problemas coexistentes



0 secundarios a los padecimientos principales, sin embargo cada vez existe mas
evidencia mostrando que podrian ser signos y sintomas primarios (Albin y Mink,
2006; Graybiel y Rauch, 2000). Distintos métodos de imagenes funcionales han
creado la posibilidad de detectar el mal funcionamiento de los ganglios basales
durante desérdenes neuropsiquiatricos, dichos métodos permiten la deteccion
de anormalidades metabdlicas en el cerebro incluso cuando no hay evidencia de
neurodegeneracion considerable; lo cual sucede en la mayoria de las
enfermedades neuropsiquiatricas (Leckman y Riddle, 2000). Asi, se han
observado anormalidades metabdlicas en los ganglios basales en pacientes con
trastorno obsesivo compulsivo (TOC) y con el sindrome de Tourette. Durante el
TOC se ha visto una actividad anormal en el ndcleo caudado. Estudios en
pacientes con el sindrome de Tourette también muestran actividad anormal en el
estriado, principalmente en el putamen (Albin y Mink, 2006). Incluso han sido
encontrados comportamientos compulsivos en pacientes que tienen lesiones
focales en el estriado o en el globo palido (Graybiel y Rauch, 2000). Por otro
lado, procedimientos de estimulacion eléctrica en zonas profundas del cerebro
sugieren que los ganglios basales podrian producir directamente sindromes
neuropsiquiatricos. Por ejemplo, se han producido episodios depresivos severos
debidos a la estimulacion de la substancia nigra, dichos episodios son seguidos
por un periodo euférico una vez que la estimulacidn se interrumpe (Bejjani et al.
1999). Ademés varios estudios han implicado al estriado, al globo palido y al
area ventral tegmental en la patogénesis de la esquizofrenia. Los estudios

muestran que varios nucleos de los ganglios basales estan directamente



relacionados con desérdenes neuropsiquiatricos, entender el funcionamiento de
cada uno de ellos en condiciones normales es indispensable para proponer

nuevas soluciones durante los estados patoldgicos.

Memoria y aprendizaje

Evidencias experimentales sugieren que el estriado esta implicado en procesos
de memoria implicita (Kim et al. 2007), es decir, respuestas automaticas que no
es necesario hacer conscientes para llevarlas a cabo, como andar en bicicleta o
manejar un vehiculo; dichos procedimientos se asemejan mucho a los habitos
gue determinan nuestra vida cotidiana (Graybiel, 2008). Otros estudios que
involucran el aprendizaje de procedimientos motores han encontrado cambios
significativos en la actividad global de las neuronas estriatales. Lesiones focales
realizadas en el estriado después del periodo de aprendizaje generan
dificultades para ejecutar tareas especificas. Dichos resultados sugieren que
cambios en la actividad del microcircuito estriatal son necesarios para el

aprendizaje y la formacién de nuevos habitos (Barnes et al. 2005).

¢Como es que los ganglios basales pueden realizar funciones tan
diversas? Una primera alternativa es que los mamiferos nazcan con algunos
microcircuitos necesarios para la supervivencia (succion, locomocion,
respiracion, expresiones faciales de los estados de animo, conductas oculo-
motoras complejas para preservar el equilibrio o explorar el ambiente, etc.).

(Blair, 2003; Grillner, 2006). Dichos microcircuitos se conocen como



generadores centrales de patrones (central pattern generators o CPGs en
inglés). Otra alternativa es que se formen microcircuitos nuevos durante el
aprendizaje, los cuales podrian componerse gracias a la modificaciéon de los
circuitos originales (Graybiel, 2008).

Deberia ser posible estudiar dichas estructuras desde un punto de vista
celular lo cual permitiria entender el mecanismo basico de procesos
aparentemente diversos y contradictorios (Graybiel, 2000). Una posibilidad
consiste en descifrar la forma en la cual los microcircuitos neuronales de los
ganglios basales procesan la informacion y codifican diversos estados
funcionales. En 1949 Donald Hebb propuso que la actividad reverberante de
pequefios circuitos neuronales llamados “ensambles celulares” (en inglés: Cell
Assemblies) funcionaria como el sustrato sobre el cual se construyen los
procesos relacionados con el aprendizaje y la memoria. Sin embargo, para
poder manejar y almacenar cualquier tipo de informacién compleja, los
microcircuitos neuronales deberian tener distintas capacidades como la
habilidad de sincronizarse y formar secuencias de actividad entre distintos
grupos neuronales organizados en jerarquias, o aun la propiedad de componer
procedimientos (algoritmos) elaborados a partir de pequefias subrutinas
representadas en la actividad neuronal. Por lo tanto en el presente trabajo de
tesis investigamos si era posible observar microcircuitos neuronales bioldgicos
gue cumplieran con dichas propiedades. De ser factible, podriamos comenzar a

descifrar la manera en que se almacenan y ejecutan diversos programas



(rutinas) dentro de cualquier microcircuito neuronal entendiendo las leyes que

controlan su dinamica durante distintos estados funcionales.

Codificacion de estados funcionales en redes neuronales biolégicas
El entendimiento global de todos los procesos llevados a cabo por el cerebro
necesita la integracion de distintas disciplinas, desde las mateméticas hasta la

filosofia, pasando por la biologia, la quimica, la ingenieria y la neurofisiologia.

Desde un punto de vista sistémico, la creacion de nuevas técnicas ha
permitido demostrar que existen funciones especificas asociadas con la
actividad de ciertos nucleos del cerebro y que la manera en que se comunican
los diferentes ensambles neuronales esta intimamente ligada con las conexiones
que se establecen entre los elementos bésicos del sistema (Yoshimura et al.
2005) asi como por sus propiedades biofisicas o intrinsecas (Kiehn y Eken,
1998). Existen distintas variables involucradas en la generacion de diferentes
patrones de actividad en los sistemas neuronales, cada una de ellas tiene un
papel determinante tanto en los estados funcionales normales como en los

patolégicos.

Patrones de actividad en sistemas neuronales
Tanto in vivo como in vitro, ha sido mostrado que el disparo de diferentes tipos
de neuronas se caracteriza por exhibir transiciones entre dos estados estables

del potencial de membrana: un estado inactivo cercano al potencial de reposo y



un estado activo despolarizado (Wilson, 1993; Vergara et al. 2003; Carrillo-Reid
et al. 2008) (Figura 2). Debido a su dinamica espacio-temporal estereotipada,
los estados activos (up states) que se presentan de manera correlacionada en
distintos elementos de una red pueden funcionar como atractores, es decir,
propiedades emergentes de redes neuronales que pueden implementar estados
relacionados con procesos de memoria 0 soluciones a problemas
computacionales (Cossart et al. 2003). Los atractores estan tedricamente
definidos como estados estables en la dinamica de redes, estas propiedades se
presentan durante picos de actividad sincronica (Figura 3), durante los cuales o
en la cercania de ellos, las secuencias de grupos coactivos de neuronas tienden

a ser repetitivas (Carrillo-Reid et al. 2008; Cossart et al. 2003).

La actividad sincronica de poblaciones neuronales ocurre en diversos
microcircuitos cerebrales de wuna manera que es modulada por el
comportamiento y la entrada sensorial (Traub et al. 2001). La activacion de
secuencias que se repiten podria estar relacionada con la memoria de trabajo,
definida como el mantenimiento activo de pequefias cantidades de informacién
por breves periodos de tiempo cuya funcion es guiar procesos del pensamiento
0 secuencias en el comportamiento (Lewis et al. 2005). Dichas sefiales podrian

ser Utiles para planear y controlar movimientos (Beiser et al. 1997).
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Figura 2. Oscilaciones espontaneas en el potencial de membrana de las
neuronas espinosas medianas. Registro electrofisiolégico de una neurona
espinosa mediana en fijacién de corriente. Nétese la existencia de un estado
inactivo (hiperpolarizado) y de un estado activo (despolarizado) en donde pueden

presentarse rafagas de potenciales de accion.

¢, Cémo guardamos un objeto en la mente? ¢ Como persisten los disparos
neuronales en una red distribuida aun en ausencia de entradas sensoriales?
¢,Como se guardan las habilidades motoras adquiridas? Hebb sugirié que la
activacion sostenida en un sistema distribuido es mantenida por la actividad
reverberante de circuitos neuronales recurrentes, llamados “ensambles

neuronales” (Hebb, 1949; Tallon-Baudry et al. 2001).

Un primer candidato para la comunicacion a través de sistemas
distribuidos en el cerebro humano es la sincronizacion de los elementos de la
red. Se ha visto que ciertos patrones caracteristicos de sincronizacion espacio-
temporal estan ligados con distintos estados de atencion, lo cual conduce a
diversos comportamientos. Estudios de registros intracraneales en humanos

muestran que regiones limitadas, separadas por unos centimetros, se



sincronizan en diversas tareas de memorizacién de corto plazo. EI aumento
general de la sincronizacion también puede representar un estado de
sensibilidad incrementada hacia los estimulos relevantes (mayor vigilancia). Algo
similar al aumento del disparo neuronal durante periodos de atencién focalizada

(Gross et al. 2004).

Célula #

% células
coactivas

Figura 3. Actividad de red con estados sincronizados. Arriba: Graficas de la
actividad global del microcircuito neoestriatal. Cada renglon representa una célula
activa y cada columna representa un instante de tiempo. Abajo: Histograma de la
actividad mostrada en el panel superior. Notese la existencia de picos de sincronia
estadisticamente significativos (asteriscos), en donde grupos de neuronas tienen

actividad al mismo tiempo de manera espontanea.

¢, Cuales son los mecanismos comunes que gobiernan la comunicacion y
coémo se relacionan con la estructura de los microcircuitos neuronales? ¢Cémo
es que la sincronizacion oscilatoria promueve la comunicacién neuronal?

¢,Cuales son las consecuencias de una sincronizacién anormal?



La comunicacion neuronal se define como la transferencia de aspectos
funcionales entre los elementos de una red. Depende tanto de los componentes
anatomicos (estructura) como de los procesos encargados de transmitir la
informacién (funciones). Procesos anormales en la sincronizacion han sido
asociados con diversos desordenes tales como: la epilepsia, la esquizofrenia, la

demencia y la enfermedad de Parkinson (Schnitzler y Gross, 2005).

Las evidencias muestran que existen diferentes patrones espacio-
temporales de actividad en distintas redes neuronales, algunos dependen
principalmente de las propiedades intrinsecas de las neuronas (Guertin y
Hounsgaard, 1998; Pefia et al. 2004; Ibafiez-Sandoval et al. 2007), otros del
comportamiento grupal de las mismas (Brown et al. 2005; Carrillo-Reid et al.
2008; Sasaki et al. 2007) y otros mas de la forma en que se establecen las
conexiones dentro del sistema (Silberberg et al. 2004). Sin embargo, falta mucho
por conocer acerca de como todas estas variables codifican los estados de
salida en un microcircuito neuronal y sobretodo saber si los estados funcionales

de un mismo circuito dependen del estimulo y el contexto.

Microcircuitos neuronales
Existen varios escenarios para tratar de entender la manera en la cual se

realizan las operaciones en un microcircuito neuronal:



I. Que neuronas vecinas con dendritas sobrelapadas compartan entradas
comunes aleatorias. Para que funcione un moédulo de este tipo, la informacion
debe ser promediada por medio de los distintos elementos para crear una salida

uniforme con una funcién especifica (Harris, 2005).

Il. Que las neuronas conectadas entre si compartan las entradas. Las
conexiones reciprocas podrian entonces servir para modular la actividad entre

diferentes subgrupos y realizar tareas comunes (Yoshimura et al. 2005).

lll. Que la representacion de la informacion esté dada principalmente por la tasa
de disparo de las neuronas individuales. Esto permitiria a una misma neurona la
posibilidad de codificar diferentes funciones dependiendo de su frecuencia de

disparo (rate code). En este caso, el énfasis se pone en el individuo: la neurona.

IV. Que los estados funcionales estén codificados en “ensambles neuronales”,
esto es, células dispersas anatdbmicamente pero cuya actividad en comun forme
ciclos cerrados y recurrentes de actividad correlacionada con rutas

preferenciales (Hebb, 1949; Huyck, 2001).

Existen muchas controversias en cuanto a la manera de estudiar la
actividad de los microcircuitos neuronales; algunos infieren la actividad de
poblaciones neuronales por medio de registros de campo (Berke et al. 2004);

otros usan arreglos con matrices de electrodos para registrar extracelularmente



varios sitios anatoOmicamente dispersos (Lebedev et al. 2008; Plenz y
Thiagarajan, 2007); y algunos mas utilizan registros Opticos que miden
indirectamente la actividad eléctrica de las neuronas (Carrillo-Reid et al. 2008;
lkegaya et al. 2004; Mao et al. 2001; Huber et al. 2008). Todas estas técnicas
presentan ventajas y desventajas dependiendo de la pregunta que se quiera
contestar, sin embargo gracias al avance tecnologico proximamente sera posible
registrar varios nucleos del cerebro in vivo en tiempo real y con resolucion de
célula unica. La utilizacibn de métodos de registro in vitro, como el de las
rebanadas de cerebro, para tratar de estudiar el comportamiento de redes o
microcircuitos neuronales, aun sigue presentando controversias. Generalmente
se utilizan medios farmacolégicos para la generacién de patrones de actividad
especificos, debido a que las conexiones necesarias para que exista la actividad
espontédnea han sido dafadas. Sin embargo existen ciertos cortes o0 modelos
patolégicos en donde los ritmos pueden encontrarse sin la necesidad de
manipulacion farmacoldgica, lo cual sugiere que es posible preservar la
arquitectura de ciertos ensambles neuronales. Las preparaciones que conserven
a los distintos microcircuitos neuronales permitiran entender las relaciones entre
sus elementos asi como su desempefio bajo distintas condiciones

farmacoldgicas (Kano et al. 2005).

Propiedades intrinsecas de las neuronas
Las conductancias activas juegan un papel importante en la generacion de

patrones espacio-temporales debido a la expresion de potenciales en meseta



(plateaus). Un potencial plateau es un potencial de membrana estable que esta
mas despolarizado que el potencial de membrana en reposo (Figura 4). Cuando
un potencial plateau es iniciado la célula puede disparar potenciales de accién
en ausencia de excitacién sinaptica sostenida. Una despolarizacion transitoria de
suficiente amplitud y duracién puede iniciar un potencial en meseta. La meseta
puede persistir durante minutos antes de terminar espontdneamente o de ser
apagada por una entrada sinaptica inhibitoria. Ademas, los potenciales en
meseta son regulados por distintos neuromoduladores (Grillner et al. 1981;

Guertin y Hounsgaard, 1998; Vergara et al. 2003).

Utilizando un campo eléctrico que despolariza a las dendritas e
hiperpolariza al soma; Hounsgaard y Kiehn (Hounsgaard y Kiehn, 1993)
mostraron que la corriente entrante persistente, encargada de mantener los
potenciales en meseta, esta localizada principalmente en las dendritas distales.
La misma conclusién fue alcanzada cuando la meseta fue provocada a través de
entradas sinapticas. Dichas mesetas pueden ser generadas tanto por corrientes

de sodio como de calcio (Hsiao et al. 1998; Pefia et al. 2004).
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Figura 4. Potencial en meseta o plateau. Respuesta de una neurona espinosa
mediana ante un estimulo cortical repetitivo (flechas). Notese que la respuesta de
la neurona tiene una duraciébn mayor al estimulo que la provocé. Dicha
despolarizaciobn es sostenida en parte por corrientes idnicas entrantes

persistentes.

Una célula que tiene potenciales en meseta expresa una region de
conductancia con pendiente negativa y tres cruces por el eje del voltaje en la
funcion corriente-voltaje (Figura 5). Lee y Heckman (Lee y Heckman, 1998)
demostraron que el umbral de la meseta corresponde al punto de pendiente
cero. Se sabe que existen dos tipos de neuronas motoras: las motoneuronas
lentas tienen el menor umbral para ser reclutadas en los movimientos y el
umbral del plateau se encuentra abajo o muy cercano al umbral del potencial de
accion; las motoneuronas rapidas, las cuales son reclutadas posteriormente en
los movimientos, tienen un umbral superior al del potencial de accion para la

generacion de la meseta. Estos hallazgos sugieren que las propiedades



intrinsecas de las neuronas estan implicadas directamente en la realizacién de

distintas funciones motoras.
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Figura 5. Biestabilidad mediada por las propiedades intrinsecas. Relacion corriente
voltaje (I-V) medida en fijacion de voltaje en una neurona espinosa mediana. La
zona de conductancia con pendiente negativa fue provocada por la activacion de
los receptores NMDA. Nétense los tres puntos que cruzan el eje del voltaje, dos

puntos estables y un punto inestable.

Los potenciales en meseta sirven para mantener el disparo sin la
necesidad de entradas sindpticas sostenidas o continuas, por lo tanto, la
activacion de las mesetas tiende a desacoplar la generacion de espigas
postsinapticas de la variabilidad de entradas presinapticas, lo cual favorece un
disparo mas estable y predecible (Carrillo-Reid et al. 2008). Ademas, durante las
mesetas la conductancia de entrada se incrementa por lo cual las entradas
sinapticas son menos efectivas, reduciéndose asi la naturaleza estocastica de

las entradas presinapticas (Kiehn y Eken, 1998). Esto sugiere que no es



necesaria una misma entrada fasica robusta para provocar rafagas de
potenciales de accidn en varias células al mismo tiempo, sino que basta con que
lleguen secuencias temporalmente similares para provocar mesetas
simultaneas, a pesar de que provengan de fuentes distintas. Ahora es posible
evaluar la presencia de potenciales plateau en organismos intactos, incluyendo
humanos, y de averiguar el papel funcional de las mesetas en el control motor,
asi como en la transferencia de informacion dentro del cerebro (Kiehn y Eken,

1998).

Dinamica sinaptica

Se ha prestado mucha atencion al papel de la plasticidad sinptica, tanto a la
facilitacion como a la depresion de corto plazo, en el modelado de la actividad de
redes. Varios estudios muestran que la depresion sinaptica en redes motoras
ritmicas puede cambiar la frecuencia de oscilacion en una red pasando de las
propiedades intrinsecas de las neuronas hacia las propiedades sinapticas. La
plasticidad sinaptica de corto plazo esta envuelta también en la estabilizacion y
reconfiguracion de circuitos motores y en el inicio, mantenimiento y modulacién
de programas relacionados con el movimiento (Tecuapetla et al. 2007). Por otro
lado, se sabe que la neuromodulacion es la piedra de toque para esculpir
diversas redes motoras funcionales mediante los mismos circuitos anatomicos

ya establecidos (Nadim y Manor, 2000).



Una entrada que comanda promueve una accion directa sobre la red,
mientras que una entrada moduladora puede modificar el estado de los
microcircuitos neuronales en una manera que afecta el procesamiento de los

programas (Schnitzler y Gross, 2005).

En el modelo de Hebb (Hebb, 1949) el disparo sostenido coincidente es
necesario para incrementar la eficiencia sinaptica, una caracteristica necesaria
para habilitar la transicibn entre memorias de corto y de largo plazo (Tallon-

Baudry et al. 2001).

Las corrientes sinapticas con probabilidad de liberacion baja incrementan
paulatinamente su magnitud durante la activacién repetitiva. Este fenbmeno
fisiologico descrito en los afos 40 en la unidon neuromuscular fue llamado
facilitacion de corto plazo. En cambio, en las sinapsis con una probabilidad de
liberacion alta, las amplitudes de las corrientes sinapticas decrecen durante la
estimulacién repetitiva, lo que se conoce como depresiéon de corto plazo (Figura
6). La dinamica relativa tanto de facilitacion como de depresion de corto plazo
determina el efecto de la sinapsis bajo diferentes condiciones en la actividad

global de una red (Nadim y Manor, 2000).

Las sinapsis con depresién de corto plazo son sensibles a cambios
subitos en la tasa de disparo. La amplitud en el estado estable de una sinapsis

con depresion de corto plazo es inversamente proporcional a la frecuencia de



disparo. Estas sinapsis sirven para amplificar sefiales transitorias mientras que
restringen la actividad ténica. La depresion de corto plazo ha sido implicada en
distintos procesos: mantenimiento en la estabilidad de la red, seleccién de rutas,
selectividad direccional, filtrado de frecuencias altas, sincronizacion en redes
recurrentes, determinacion de intervalos y secuencias, asi como deteccion de
entradas sincrénicas (Tecuapetla et al. 2007). Distintos modelos muestran que
en los patrones de actividad generados entre dos grupos de neuronas, la
transicion de la actividad de unas a otras esta mediada por la depresion de corto

plazo, debido a la fatiga sindptica (Nadim y Manor, 2000).
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Figura 6. Dinamica sinaptica de corto plazo. Izquierda: Respuesta de una neurona
espinosa mediana ante un estimulo eléctrico cortical (10 estimulos, 20 Hz). Cada
flecha sefiala un estimulo. La amplitud de la respuesta sinaptica disminuye a través
del tiempo. Derecha: En este caso la amplitud de la respuesta sinaptica aumenta a
través del tiempo. Los neuromoduladores pueden cambiar la dinAmica sinaptica de

corto plazo, modificando asi la actividad global de los microcircuitos.

Algunos modelos muestran que cuando la plasticidad de corto plazo esta
inmersa en una red recurrente, la neuromodulacién aunada a ella puede producir

la autoorganizacién de la red. La plasticidad sinaptica de corto plazo también



puede ser usada para seleccionar dinamicamente entre diferentes patrones
motores. Incluso puede ser utilizada no sélo para seleccionar diferentes patrones
de movimientos, sino programas motores distintos (nado, caminata). La
dinamica de las sinapsis con facilitacion de corto plazo puede modular un
programa motor incrementando la frecuencia con la que ocurre. La plasticidad
sindptica es por si misma dependiente de la actividad, es regulada por
neuromoduladores, la experiencia sensorial 0 una combinacibn de ambas

(Nadim y Manor, 2000).

Propiedades de composicion en sistemas neuronales

La composicion se refiere a nuestra habilidad de construir representaciones
mentales, organizadas jerarquicamente, en términos de partes y sus relaciones
(Bienenstock y Geman, 1994). Cualquier sistema con propiedades de
composicién cuenta con entidades elementales organizadas jerarquicamente,
gue al ser combinadas entre si, de diferentes maneras, pueden dar lugar a un
repertorio infinito de representaciones. Sin embargo, soélo cierto tipo de

construcciones, que respetan reglas especificas, tienen sentido (Figura 7).

Por ejemplo, las letras del abecedario pueden ser ensambladas para
formar silabas, éstas a su vez pueden formar palabras, oraciones, tratados
cientificos, poemas, etc. En linglistica existen ciertas reglas dependientes del
idioma, no obstante Chomsky (Hauser et al. 2002) propuso la existencia de

regularidades universales, que podian ser independientes del idioma, lo cual



implica que en nuestro cerebro existen ciertas propiedades, que estan
genéticamente determinadas, por medio de las cuales nuestras capacidades de
composicién pueden extenderse mas alla del lenguaje, como la facilidad por la

musica, la pintura, la danza, entre otras.
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Figura 7. Organizacion jerarquica y reglas de composicién en la actividad de redes
neuronales biol6gicas. Diagrama de clasificacion generado por un algoritmo de
agrupamiento jerarquico basado en teoria de graficas. Cada punto representa un
estado de la red, las flechas indican la transicion entre estados. Cada nivel puede
componerse con los elementos de los niveles superiores siguiendo reglas

especificas. Las unidades fundamentales componen el primer nivel del diagrama.

Si pensamos en nuestros propios habitos, podemos ver que es facil
descomponerlos sistematicamente en acciones motoras simples (Graybiel, 2008;
Grillner, 2006). Dichas unidades basicas, analogas a las silabas, pueden ser
combinadas efectivamente para generar una variedad infinita de procedimientos

con un fin especifico (Bienenstock y Geman, 1994).



El conocer las reglas de composicidbn que siguen los microcircuitos
neuronales sera de gran utilidad para el entendimiento de los distintos estados
funcionales llevados a cabo por el cerebro tanto en condiciones normales como

patologicas (Carrillo-Reid et al. 2008).

Patologias

Distintos estudios muestran que una de las causas de la esquizofrenia se debe
al cambio en la dinamica sinptica de una poblacion neuronal especifica, a pesar
de que el numero de células se mantenga igual (Lewis et al. 2005), esto nos
muestra que el cambio en la dinamica sinaptica puede dar lugar a un estado

anormal en el funcionamiento de las redes neuronales.

Por otro lado, los patrones anormales de sincronizacién en el sistema
motor parecen ser una llave para entender su sintomatologia (Schnitzler y
Gross, 2005). Algunas teorias sobre la enfermedad de Parkinson sugieren que la
pérdida de dopamina produce un desbalance entre distintos microcircuitos
neuronales lo que promueve una sincronizacion excesiva del globo palido
interno y una sobreinhibicion del tdlamo (Beiser et al. 1997). Por ejemplo,
durante los movimientos lentos de los dedos se observa una modulacion comdn
en el disparo de las unidades motoras, el cual tiene la misma frecuencia del
movimiento. Diversos estudios muestran que en la enfermedad de Parkinson, el
globo palido externo, el globo palido interno y el nucleo subtalamico tienen un

incremento en la actividad oscilatoria. Se han encontrado incluso oscilaciones



sincrénicas entre el globo palido interno y el nudcleo subtalamico. Se sabe
también que existe una tendencia de los ganglios basales a oscilar en
frecuencias bajas durante este padecimiento, lo cual interfiere con la habilidad

para realizar movimientos (Schnitzler y Gross, 2005).

La frecuencia de la actividad neuronal esta intimamente ligada con el
desempefio de una funcion, si se estimula en el nicleo subtalamico con una
frecuencia de 20 Hz se incrementa su sincronia con el globo palido interno, lo
cual provoca desordenes en el movimiento. Sin embargo, estimulaciones de alta
frecuencia (70 Hz) en el nlcleo subtaldmico suprimen los potenciales de campo
locales en el globo palido interno mejorando con ello los signos de la
enfermedad de Parkinson. Por lo tanto existe un balance entre la sincronizacion
y la desincronizacion neuronal que es importante funcional y conductualmente

(Schnitzler y Gross, 2005).

Utilizando la magneto encefalografia se ha investigado la sincronizacion a
gran escala entre diversas areas del cerebro y el temblor, en pacientes con la
enfermedad de Parkinson. La actividad oscilatoria relacionada con el temblor se
encuentra en una red muy extendida: ganglios basales — talamo — corteza,
cerebelo — tdlamo - corteza. Las areas corticales incluyen areas motoras
primarias y no primarias y areas sensoriales contralaterales a la mano que

presenta temblores. La frecuencia de acople entre diversas areas del cerebro es



aproximadamente dos veces la frecuencia del temblor (Schnitzler y Gross,

2005).

Pollok (Pollok et al. 2004) muestra que el temblor en la enfermedad de
Parkinson y el temblor voluntario en humanos sanos, comparten la misma red
oscilatoria. Sin embargo en la enfermedad de Parkinson existe mayor
coherencia entre el talamo y la corteza primaria motora, mientras que en los
individuos sanos la mayor coherencia se encuentra entre la corteza primaria
motora y la corteza premotora. Si la corteza motora es la estructura convergente
de las dos redes oscilatorias (ganglios basales-talamo-corteza / cerebelo-talamo-
corteza), la hipétesis es que la estimulacion de la corteza motora debe aminorar
el temblor en la enfermedad de Parkinson. Un estudio reciente propone que la
estimulacion de la corteza motora es un procedimiento simple y seguro para
modular el circuito corteza-subtalamo-palido-corteza y asi aliviar los sintomas de
la enfermedad de Parkinson sin la necesidad de realizar una cirugia

estereotéxica profunda del cerebro (Drouot et al. 2004).

Los ejemplos citados muestran que distintos patrones de actividad en
nucleos especificos del cerebro estan relacionados con estados funcionales
determinados. La alteracion en la actividad producida por una patologia genera
patrones anormales que evitan la correcta ejecucion de diversas funciones. El

reto es entender el papel de los distintos elementos del sistema asi como de sus



propiedades para poder proponer soluciones que regresen a la red a un estado

funcional normal (Carrillo-Reid et al. 2008; Marder y Calabrese, 1996).

Importancia fisioloégica

Varios patrones espacio-temporales de actividad neuronal utilizan diferentes
mecanismos para sincronizarse basados en distintas corrientes i6nicas y/o
conexiones sinapticas. La sincronizacion y desincronizacion sirven para ajustar
dinamicamente el estado de una red uniendo o separando miembros del sistema
gue se encuentran espacialmente dispersos. Dichos procesos parecen ser un
mecanismo para mejorar la ejecucion de tareas especificas mientras al mismo
tiempo se elimina la interferencia suprimiendo tareas falsas o blancos
equivocados. También existe evidencia de que patrones especificos de
sincronizacion estan directamente relacionados con el comportamiento

(Schnitzler y Gross, 2005).

Actualmente, los signos de la enfermedad de Parkinson son aliviados al
estimular con altas frecuencias en el globo palido interno o en el ndcleo
subtaldmico, asi como modulando el circuito cerebelo-tdlamo-corteza a través de
la estimulacién del nucleo intermedio ventral. Se sabe que la sincronizacién del
globo palido interno y el nucleo subtalamico en el temblor y en la enfermedad de

Parkinson ocurre a frecuencias bajas (15-30 Hz/3-10 Hz).



Es importante resaltar que actividades de red con las mismas
caracteristicas pueden emerger de parametros muy distintos, por lo cual una
enorme cantidad de combinaciones de fuerzas sinapticas y de propiedades
intrinsecas membranales pueden provocar el desempefio adecuado de un
sistema (Marder y Calabrese, 1996). Es decir, la salida de una red depende de
la correlacion de valores de distintas sinapsis y conductancias intrinsecas, por lo
tanto, el reto no es sdélo descubrir la estructura y funcion de las redes sino saber
coémo es codificada y mantenida una solucién objetivo, es decir, el grupo de
parametros necesarios para que la red realice una funcion especifica (Prinz et al.

2004).

La generacidbn de patrones espacio-temporales y la seleccién de
programas motores dependen tanto de la plasticidad de los mecanismos
regulatorios, esto es, de las caracteristicas intrinsecas de las neuronas, que
emergen del juego de sus corrientes idnicas no lineales; como de la dinamica
sindptica de corto plazo. El reto es entender cdmo se producen salidas flexibles

en un circuito neuronal.

La neuromodulacién también juega un papel importante ya que puede
modificar la salida de una red motora cambiando las propiedades no lineales de
las neuronas (Carrillo-Reid et al. 2008; Lee y Heckman, 1998) o las fuerzas
relativas de las conexiones sinapticas, es decir, modela continuamente nuevos

circuitos funcionales (Nadim y Manor, 2000).



Sinapsis con diferentes dinamicas operan Optimamente para distintos
patrones de actividad. Por ejemplo, las sinapsis con depresion de corto plazo
tienen mayor peso sobre la actividad final de una red durante la activacion
fasica. Por el contrario, las sinapsis con facilitacion de corto plazo estdn mas
involucradas en la deteccion de secuencias temporales dispersas, lo cual indica
gue es posible encontrar correlaciones subumbrales independientemente de si

las neuronas se encuentran conectadas entre si.

Las propiedades temporales de los perfiles de correlacion en el
microcircuito pueden ser predichas por la dinAmica de las sinapsis que cada
neurona recibe en tiempos diferentes durante el proceso de la informacion.
Dicha dispersion temporal impuesta por la dindmica de las sinapsis requiere de
patrones de actividad especificos establecidos en la red (Silberberg et al. 2004),
es decir, la forma en que funciona un pequefio ensamble neuronal esta dada por
las relaciones establecidas por sus elementos béasicos, independientemente de
gue el microcircuito se encuentre dentro del sistema intacto o aislado de él

(Carrillo-Reid et al. 2008).

Existen diferentes patrones de actividad, algunos estan gobernados por la
dinAmica sinaptica (propiedades extrinsecas); otros se basan en las
conductancias que poseen los distintos elementos del sistema (propiedades
intrinsecas); y otros mas son el resultado de la combinacién de las anteriores.

Dependiendo de la funcién que se esté realizando las variables implicadas en la



activacion de la red seran distintas, lo cual tiene consecuencias importantes,
tanto en el funcionamiento normal como en el patoldgico, de los sistemas

neuronales.

La evidencia indica que no soélo la actividad sincrénica oscilatoria de
ensambles neuronales representa un mecanismo para la asociacion de distintas
estructuras, sino que es indispensable para la codificacibn de estados

funcionales en redes neuronales bioldgicas.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hebb postul6é en 1949 (Hebb, 1949) que la realizacién de tareas aprendidas
llevadas a cabo por microcircuitos cerebrales, tendria que ser el resultado de la
formacion de los llamados ensambles neuronales: “Si una neurona A dispara y
activa a una neurona B, la cual a su vez dispara y activa a una neurona C, la
cual también dispara activando a la neurona A; entonces las sinapsis que unen a
dichas neuronas se reforzardn e incrementara la probabilidad de que el mismo
ciclo A-B-C-A... ocurra nuevamente en el futuro.” La consecuencia de esta
hipotesis es la formacion de rutas preferenciales formadas por microcircuitos
neuronales, es decir, ciclos cerrados de actividad que se repiten a través del
tiempo siguiendo secuencias especificas. Hasta el momento no existe ninguna
demostracion directa que muestre esto en el cerebro de mamifero. La
demostracion directa consistiria en la propagacién secuencial de actividad

sincrénica entre grupos identificados de neuronas.

Si pudiéramos registrar la actividad de los ensambles neuronales en tejido
aislado in vitro estariamos ante la posibilidad de estudiar sus propiedades
biofisicas asi como de conocer el efecto que tienen distintos neurotransmisores
sobre la actividad global de los microcircuitos, incluso se podria investigar el
papel que desempefia cada elemento en la funcién de la red. Finalmente, seria
posible estudiar la actividad de los ensambles neuronales durante estados
patolégicos por medio del uso de modelos animales que reproducen distintas

enfermedades.



PREGUNTAS A RESPONDER

¢Es posible observar in vitro la actividad de neuronas estriatales que cumplan
con las caracteristicas propuestas para formar ensambles neuronales?

¢,Cuales son los mecanismos que producen dicha actividad en el microcircuito
neoestriatal?

¢Qué efecto tiene la accion de distintos neurotransmisores (acetilcolina,
dopamina) sobre la dinamica de red en el neoestriado?

¢ Se pueden estudiar las propiedades de los ensambles neuronales en un

modelo de la enfermedad de Parkinson?



OBJETIVO

Estudiar las propiedades de los ensambles neuronales en el microcircuito

neoestriatal in vitro.

Objetivos particulares

- Caracterizar los mecanismos que generan la actividad de red en el
neoestriado.

- Estudiar el papel que tienen distintos elementos del microcircuito
neoestriatal en la dindmica de red.

- Estudiar el efecto de distintos neurotransmisores (acetilcolina, dopamina)
sobre los ensambles neuronales en el neoestriado.

- Indagar si es posible estudiar las propiedades de los ensambles

neuronales neoestriatales en un modelo de la enfermedad de Parkinson.



HIPOTESIS

- La actividad generada en el neoestriado por medio de una entrada
excitadora tdnica, presenta las caracteristicas de los ensambles
neuronales propuestos por Hebb.

- La dinamica de red del microcircuito neoestriatal estd mediada tanto por
propiedades sinapticas como por propiedades intrinsecas de las
neuronas.

- Las interneuronas juegan un papel central en la dinamica de red del
microcircuito neoestriatal.

- El sistema colinérgico cambia las caracteristicas del microcircuito
neoestriatal dotdndolo con propiedades computacionales asociadas con
el almacenamiento y la organizacién de secuencias recursivas.

- La activacion del sistema dopaminérgico habilita al microcircuito
neoestriatal para realizar rutinas previamente establecidas. A través de
los receptores D1 se promueven los programas deseados y por medio de
los receptores D2 se suprime la actividad no deseada.

- La actividad de la red neoestriatal observada en un modelo de la
enfermedad de Parkinson estara incrementada con respecto a la

encontrada en condiciones control.



METODOS

Preparacion de rebanadas de tejido cerebral para el registro in vitro

Se obtuvieron rebanadas corticoestriales (300 ym) de cerebro de rata (Wistar
albinas) de 14 a 18 dias de edad, aunque en experimentos especificos se
utilizaron ratas mayores a 20 dias. Para conservar las aferencias corticales se
utilizé un corte transversal con un angulo de 45° (Carrillo-Reid et al. 2008;
Kawaguchi et al. 1989; Vergara et al. 2003). Una vez extraido el cerebro fue
colocado en una solucién salina a una temperatura de 4°C. Dicha solucion esta
compuesta por (mM): 123 NaCl, 3.5 KCI, 1MgCl,, 1 CaCl,, 26 NaHCO3; y 11
glucosa. Dichas concentraciones favorecen la aparicién de oscilaciones en el
potencial de membrana de las neuronas (Sanchez-Vives y McCormick, 2000).
Una vez obtenidas, las rebanadas fueron transferidas a una solucion salina que
se encontraba a temperatura ambiente (21-25°C). Las rebanadas se
mantuvieron en reposo durante al menos una hora antes de comenzar los

experimentos.

Im&genes de calcio

Para realizar los registros opticos las rebanadas fueron incubadas a temperatura
ambiente en condiciones de obscuridad durante 20 minutos en presencia de 10
MM de Fluo 4 AM (Tef Labs, Austin, TX) en 0.1% de DMSO, durante la
incubacion se satur6 el medio con 95% de O, y 5% de CO,. Una vez cargadas,
las rebanadas fueron colocadas en una camara de perfusion con la solucién

salina antes mencionada. Se utiliz6 un microscopio equipado con un objetivo de



inmersion con una amplificacion de 20X y una apertura numérica de 0.95
(Olympus BX51WI; Olympus). La muestra fue iluminada con pulsos de 50 a 100
ms con una longitud de onda de 488 nm. La iluminacion fue realizada con una
lampara Lambda LS (Sutter instruments, Novato CA) conectada al microscopio
mediante una fibra Optica. Todos los experimentos fueron realizados a

temperatura ambiente.

Las imagenes fueron obtenidas con una camara digital enfriada
(CoolSNAP ES2, Photometrics, Roper Scientific, Tucson, AZ). La tasa de
muestreo fue de 250-500 ms/frame. El programa utilizado para la obtencion de
imagenes fue RS Image (Photometrics; Roper Scientific, Tucson, AZ). EI campo
de adquisiciéon tenia un tamano de 800 X 600 um. En cada experimento fueron
realizados varios videos con una duracién maxima de 5 minutos. Para evitar el
blanqueo de la muestra los videos fueron separados por intervalos de 5-20 min.
En algunos experimentos se realizaron secuencias de videos durante una hora o

mas.

El numero de neuronas cargadas con el fluoroforo fue determinado al final
de los experimentos con la exposicion de la muestra a una solucién con alto
potasio (50 mM KCI). Esta maniobra nos permitio identificar a todas las neuronas
cargadas, tanto las que tuvieron actividad durante el experimento como las que
se mantuvieron silentes. Las células que estuvieron activas durante el

experimento fueron identificadas y la tasa de células activas sobre células



silentes fue obtenida para el analisis posterior. Los transitorios de calcio, tanto
espontaneos como provocados, fueron grabados simultdneamente con los
registros electrofisioldgicos en algunas células, durante condiciones control y en
la presencia de diferentes farmacos. Esto nos permitié estudiar los cambios en la

actividad de la red durante diferentes condiciones farmacologicas.

En algunos experimentos realizamos la estimulacion eléctrica de distintas
areas corticales por medio de un electrodo bipolar concéntrico (12 pym; FHC,
Bowdoinham, ME). Los estimulos estaban formados por comandos de trenes a
una frecuencia de 20 Hz y con una duracion de 500ms — 1 segundo. Cada tren
tenia una duracién de 100 — 200 us y una amplitud de 50 — 120 pA. En algunos
experimentos utilizamos la intensidad minima en los estimulos para provocar
picos de actividad sincronica que no pudieran ser confundidos con eventos
azarosos (P < 0.05). Esto nos permitié estudiar los cambios en la respuesta ante

diversos estimulos eléctricos durante diferentes condiciones farmacologicas.

Inmunohistoquimica

Algunas rebanadas fueron procesadas con EDAC después de los experimentos
para fijar la fluorescencia emitida por las células activas. Una vez fijada la
fluorescencia las rebanadas fueron procesadas con métodos convencionales de
inmunocitoquimica para demostrar la presencia de substancia P (SP) o
encefalinas (ENK) utilizando anticuerpos comerciales (Peninsula Labs, San

Carlos, CA) conjugados con CY3 o CY5. Esto nos permitio cuantificar el



porcentaje de células activas que pertenecian a la via directa o a la via indirecta.
Las células procesadas fueron estudiadas por medio de microscopia confocal
(MRC-1024; Bio-Rad, Natford, UK). Las imagenes digitalizadas fueron
transferidas a una computadora personal para su analisis posterior (Confocal
Assistant, T.C. Brelje). Mas del 80% de las células marcadas con este método

fueron neuronas espinosas medianas.

Farmacos

Las soluciones utilizadas fueron preparadas antes de cada experimento y se
afadieron a la perfusion en la concentracién indicada. NMDA, APV, nicardipine,
CNQX, biocytina, bicuculina, muscarina, eserina y atropina fueron obtenidos de

Sigma (St. Louis, MO, USA).

Electrofisiologia
Se realizaron registros opticos y electrofisiologicos simultaneamente de areas
del estriado dorsal como ha sido reportado previamente en estudios del

laboratorio (Carrillo-Reid et al. 2008).

Se utilizé un amplificador Axoclamp 2B (Axon Instruments, Foster City,
CA) en la configuracion de célula entera para registros en fijacion de corriente o
fijacion de voltaje. Las sefales obtenidas fueron filtradas a 1-3 KHz vy

digitalizadas a 3-9 KHz con una tarjeta AT-MIO-16E4 (National Instruments,



Austin, TX). Los programas de adquisicion de datos fueron disefiados en el
ambiente LabVIEW (Lemus-Aguilar et al. 2006).

Las pipetas de registro (3-6 MQ) contenian una solucion con (mM): 115
KH,POQOy4, 2 MgCl,, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 0.2 Na,ATP y 0.2 NasGTP. En algunos
experimentos se utilizé biocitina 0.5% y Fluo-4 sal de potasio (10-20 uM) dentro

de las pipetas de registro.

Analisis de imagenes

El procesamiento de las imagenes fue realizado con programas escritos en IDL,
Image J y Matlab. Las neuronas activas fueron identificadas automaticamente y
el cambio de fluorescencia de cada una de ellas fue medido como una funcién
del tiempo. Las sefales fluorescentes dependientes de calcio fueron obtenidas
como (Fi-Fo)/Fo. Donde Fi representa la intensidad en la fluorescencia en
cualquier cuadro de la pelicula y Fo representa la fluorescencia basal, esto es el

promedio de los primeros cuatro cuadros de la pelicula.

Las sefales de calcio provocadas por potenciales de accidon fueron
detectadas con base en un valor umbral dado por el criterio de la primera
derivada de la sefal fluorescente. Esto es, s6lo se tomaron en cuenta sefales
de calcio cuya primera derivada temporal fuera mayor que 2.5 veces la
desviacién estandar de la senal basal. Todas los trazos fueron revisados

manualmente para remover los artefactos o las sefales que pudieran provenir



de células gliales (Carrillo-Reid et al. 2008; Ikegaya et al. 2004; Sasaki et al.

2007).

Herramientas matematicas

Identificacién de los estados de lared neuronal

Para determinar si la actividad de la red neoestriatal observada con resolucion
de célula unica estaba correlacionada, se cuantific6 el nUumero de eventos
simultaneos entre todas las células durante cada experimento. Para descartar
que los eventos ocurridos de manera simultanea fueran azarosos, se realizaron

simulaciones de Monte Carlo con 1,000 repeticiones (Mao et al. 2001).

El grado de correlacion entre las células activas fue calculado con el
coeficiente de correlacion de Jaccard. La diferencia entre dicho coeficiente de
correlacion y otras medidas radica en que el coeficiente de Jaccard mide
eventos en donde las correlaciones son simétricas, es decir, el grado de
correlacion entre dos células es el mismo sin importar cual de ellas se toma
como referencia. Después de calcular los coeficientes de correlacidén entre todos
los posibles pares de células se construyeron mapas de correlacion, en donde
se conservo la ubicacion espacial de las neuronas y se trazaron lineas entre las
neuronas que estaban correlacionas; el grosor de la linea es proporcional al
coeficiente de correlacidon. También construimos mapas en pseudo color, los

cuales permiten observar directamente el grado de correlacidn entre cada par de



células activas, sin embargo dichos mapas no conservan la ubicacion espacial

de las células.

Para identificar los picos de actividad sincronica, también fueron
realizadas las simulaciones de Monte Carlo con 1,000 repeticiones. El umbral
escogido corresponde a un nivel de P<0.01. Los picos de actividad sincrénica

que no fueron azarosos se consideraron para el analisis posterior.

Para reconstruir la dinamica de la red fueron construidas matrices
multidimensionales de A X B, donde A representa el numero de células activas
durante una serie de experimentos, y B denota el disparo de las células durante
ventanas de tiempo de 250 ms — 1 segundo. Dicha ventana de tiempo fue
escogida debido a que la duracion de los estados activos en las neuronas
espinosas medianas tiene magnitudes similares (Carrillo-Reid et al. 2008;
Vergara et al. 2003). De esta manera, los picos de actividad sincrénica fueron
vectorizados, por lo que la actividad en rafagas de disparo a través del tiempo en
varias células corresponde a un estado de la red. Gracias a la vectorizacion es

posible reconstruir la actividad de la red como una funcion del tiempo.

Para buscar patrones de disparo similares dentro de la dinamica de la
red, medimos el indice de similitud entre todos los vectores de la red por medio
del calculo del producto interno entre todos los posibles pares de vectores

(Sasaki et al. 2007; Schreiber et al. 2003; Carrillo-Reid et al. 2008). El producto



interno entre dos vectores representa la proyeccidon espacial de un vector sobre
el otro. Si dos vectores son iguales su indice de similitud es 1, de lo contrario es
0. Después, graficamos los indices de similitud como una matriz de pseudo
color; los vectores que presentan dinamicas similares aparecen como
estructuras cuadradas en dicha matriz (Carrillo-Reid et al. 2008; Sasaki et al.

2007).

Para estudiar mejor la actividad grupal de dichas estructuras, utilizamos
un algoritmo de reduccion dimensional llamado “agrupamiento local lineal” (en
inglés: locally linear embedding o LLE). Dicho algoritmo es una herramienta
poderosa para realizar reducciones dimensionales en sistemas no lineales
(Brown et al. 2005; Roweis y Saul, 2000; Stopfer et al. 2003). Una vez que se ha
realizado la reduccién dimensional, los vectores que representan la dinamica de
la red son proyectados a un espacio vectorial de dos dimensiones en donde
cada punto representa un vector en un periodo de tiempo determinado. Un
conjunto de puntos representa a los vectores neuronales con dinamicas
similares. Las flechas que unen dichos puntos indican las trayectorias seguidas
por la actividad sincronica de los diferentes estados de la red (Carrillo-Reid et al.
2008).

Para separar los grupos de vectores neuronales de la forma mas 6ptima
utilizamos algoritmos de agrupamiento estrictos y difusos, tomando el indice de

Dunn como medida en la funcion de validez (Sasaki et al. 2007).



Para identificar las neuronas que pertenecen a cada estado utilizamos
algoritmos de agrupamiento jerarquico, utilizando distancias euclidianas y el

método del vecino mas cercano.

Identificacion de ciclos cerrados de actividad

Una pregunta fundamental con respecto a las trayectorias seguidas por la
actividad sincrénica de los estados en una red neuronal es si ésta cumple con
los requerimientos para formar ciclos cerrados reverberantes (Abeles, 2003;
Harris, 2005; Hebb, 1949). La formacion de dichos ciclos permitiria sugerir la
existencia de trazos de memoria en el tejido neuronal vivo y por lo tanto de
manipularlos en un futuro (e.g., producirlos o borrarlos). Para visualizar las
trayectorias de actividad formadas por los estados de la red, construimos
graficas dirigidas isomorficas (digrafos) entre las transiciones de los estados. Los
picos de actividad sincréonica que pertenecen a diferentes estados forman los
vértices de las graficas dirigidas. Los ciclos cerrados fueron escogidos solo si
cumplian con las propiedades de los ciclos Hamiltonianos o Eulerianos. Un ciclo
Hamiltoniano de una grafica dirigida G es un recorrido cerrado que pasa por
cada vértice de G sdlo una vez; un ciclo de Euler es un recorrido cerrado que
pasa a través de cada camino solamente una vez (Diestel, 2005). Dichos ciclos
constituyen la manera mas eficiente para realizar un recorrido. Como fue
postulado con anterioridad (Grillner, 2006; Hebb, 1949) un ciclo cerrado en una
red neuronal es capaz de auto sostener su actividad de forma reverberante en la

ausencia de estimulos externos s6lo cuando las ondas de actividad comienzan y



terminan en el mismo punto. Por lo tanto, para analizar dichos ciclos en el
microcircuito neoestriatal construimos enunciados que reflejan la dinamica de la
red a través del tiempo. Por ejemplo el enunciado “abcdabea” representa las
transiciones entre los estados a-b, b-c, c-d, etc; donde cada letra representa un
estado especifico de la red en funcién del tiempo (vértice de las graficas
dirigidas). Una vez que fueron identificados todos los enunciados para un
experimento dado, buscamos la existencia de ciclos cerrados que formaran
palabras. Por ejemplo: “abcda” es una palabra dentro del enunciado anterior, la
cual representa un ciclo cerrado. Para cada ciclo cerrado hallado en los
enunciados obtuvimos la matriz adyacente de la grafica dirigida (Diestel, 2005).
El empleo de matrices permite estudiar dichos ciclos cerrados desde el punto de
vista matematico, con lo cual es posible buscar y establecer propiedades que
cumplen los ciclos. La matriz adyacente de una grafica dirigida Hamiltoniana
cumple con la siguiente propiedad matematica: H"=I, donde n representa el
numero de vértices de la grafica dirigida y donde | es la matriz identidad. Los
ciclos Hamiltonianos también cumplen con las propiedades de los grupos
ciclicos. La matriz adyacente de una grafica dirigida de Euler cumple con la
propiedad de que la suma de todos los elementos del renglon i es igual a la

suma de los elementos de la columna i.

Para investigar si dichos ciclos cerrados se encuentran organizados
jerarquicamente utilizamos algoritmos de agrupamiento jerarquico conceptual

basado en graficas (Jonyer et al. 2001). Dichos algoritmos nos permitieron



buscar las unidades mas pequefias o0 atomos semanticos (Abeles et al. 2003;
Bienenstock y Geman, 1995; Hebb, 1949) que pueden representar todas las
combinaciones posibles formadas por los ciclos cerrados (Bienenstock y Geman,

1995).

Finalmente, buscamos ciclos que pudieran ejecutarse en paralelo o en
bajo nivel. Esto es, ciclos cerrados que aparecieran entre neuronas individuales
o pequefnos grupos de ellas fuera de un vector neuronal; antes de que sean
reclutadas en un pico de sincronia o estado. Como los ciclos estan formados por
picos de actividad sincrénica entre diferentes neuronas, la aparicion de estos
ciclos en células individuales que aun no se han sincronizado, sugiere un
procesamiento anterior de la informacién que daria lugar a la sincronizacion
posterior. Dicha propiedad es conocida como “cebado” (o priming en inglés)
(Abeles et al. 2003), lo que ayudaria a ejecutar una tarea con mayor facilidad y
rapidez, ya que no seria necesario reclutar a todos los elementos que originaran
una funcion, sino que el reclutamiento se va constituyendo paulatinamente

(Abeles et al. 2003; Lee y Wilson, 2002).



RESULTADOS

Registros oOpticos de poblaciones neuronales en el microcircuito
neoestriatal

Para estudiar los microcircuitos neoestriatales in vitro, utilizamos imagenes de
calcio (Figura 8) lo cual nos permiti6 medir la actividad eléctrica en varias
células de manera simultanea con resolucion de célula unica. La actividad
eléctrica de cada célula fue medida indirectamente como un cambio en la
fluorescencia. Se tomaron series de imagenes en rebanadas de cerebro
cargadas con el indicador Fluo-4 AM, las imagenes fueron adquiridas con un
campo visual de 800 X 600 um en el estriado dorsal. La figura 8A muestra todas
las neuronas cargadas en un experimento caracteristico. Los contornos de todas
las células, tanto activas como silentes, se muestran el la figura 8B. Unicamente
las neuronas que tuvieron actividad a lo largo del experimento fueron analizadas.
En condiciones control (sin farmacos en el medio de perfusidon), unicamente
encontramos algunas células activas que no presentaban disparos
correlacionados (circulos negros en la Figura 8B). Estos experimentos
confirman que el microcircuito neoestriatal es practicamente silente en
condiciones control (Barnes et al. 2005). Para determinar el correlato entre las
sefales eléctricas de las neuronas y el cambio en la fluorescencia realizamos
registros electrofisiolégicos de forma simultdnea con los registros de calcio
(Figuras 8D y E). Como ha sido observado en diferentes circuitos neuronales
(Gordon y Whelan, 2006; Grillner et al. 1981; Guertin y Hounsgaard, 1998; Hsiao

et al. 1998; Kiehn, 2006; Takakusaki et al. 2004b) es posible generar patrones



de actividad biestable con potenciales en meseta en las neuronas espinosas
medianas después de la aplicacion de NMDA en la perfusion (Figura 8E). Dicho
agonista induce comportamientos motores cuando es administrado in vivo en el
estriado (Ossowska, 1995; Ossowska y Wolfarth, 1995). Este tratamiento induce
disparo en rafagas en las neuronas del neoestriado durante mas de una hora,
sin la necesidad de realizar ningun tipo de estimulacién eléctrica (Vergara et al.
2003).
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Figura 8. Registros 6pticos en neuronas estriatales. A: Neuronas en una rebanada cargadas con
fluo4-AM. Escala: 100um. B: Deteccion automatica de los contornos de 376 células mostradas en
A. Los circulos negros indican neuronas con actividad espontanea (14/376 o 3.7%). C: Transitorios
de calcio representativos tomados de tres células diferentes. D: Registros electrofisiolégicos
realizados simultaneamente con imagenes de calcio en una neurona espinosa mediana. (1)
Neurona registrada. Escala: 10um. (2) Respuestas de voltaje ante comandos de corriente de la
neurona mostrada. (3) Relacion corriente-voltaje medida en fijacién de corriente. E: Registros
simultaneos de oscilaciones de voltaje (1) y transitorios de calcio (2). La duracién de la primera
derivada corresponde con las rafagas de potenciales de accién (3). Los puntos indican el inicio de
los estados activos. (4) Histograma que indica el comportamiento biestable de las neuronas

espinosas medianas. (5) Relacion |-V medida en fijacion de voltaje en presencia de NMDA.



La mayoria de las células activas durante los experimentos presentaron
las caracteristicas electrofisioldgicas bien conocidas y descritas de las neuronas
espinosas medianas (Figura 8D). La primera derivada temporal de las senales
transitorias de calcio corresponde en duracién a los estados activos en las
neuronas espinosas medianas (Carrillo-Reid et al. 2008; Cossart et al. 2003;
Kerr y Plenz, 2002). La distribucion del potencial de membrana presenta dos
picos, lo cual confirma el comportamiento biestable (Figura 8 E4). La relacion
corriente-voltaje medida en fijacion de voltaje muestra una regién de
conductancia con pendiente negativa (CPN), lo cual a su vez demuestra la
propiedad de biestabilidad condicional en las neuronas tratadas con NMDA

(Figura 8ES5).

Registros de imagenes sucesivas realizados simultdneamente con los
registros electrofisiologicos mostraron que bajo nuestras condiciones
experimentales, unicamente las rafagas con dos o mas potenciales de accién
producen transitorios de calcio detectables de manera estadisticamente

significativa (P<0.01; ver Métodos) en las neuronas estriatales (Figura 9).
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Figura 9. Potenciales de acciéon necesarios para producir transitorios de calcio

detectables de manera significativa. A: Potenciales de acciéon provocados por
comandos de corriente en una neurona espinosa mediana. Las flechas senalan
los mismos registros en diferente escala temporal. B: Distintos potenciales de
accion (de 1 a 4) fueron provocados en series sucesivas (lineas punteadas).

C: Registros simultaneos de transitorios de calcio provocados por los potenciales
de accion mostrados en B. Las sefales de calcio que sobrepasan el nivel
estadisticamente significativo necesitan de dos o mas potenciales de accién.

D: Primera derivada temporal de los registros de calcio mostrados en C. El
umbral de deteccién (linea punteada) corresponde a un valor mayor de 2.5 veces
la desviacion estandar del ruido basal.

Los experimentos mencionados confirman que las neuronas estriatales pueden
ser activadas in vitro por medio de la aplicacion de NMDA en el medio de
perfusién. La siguiente pregunta consistia en investigar si la actividad biestable
generada por la aplicacion de NMDA era compartida por varias neuronas

simultdneamente y si algunas de estas neuronas presentaban disparos



correlacionados (coactivacién o sincronizacion espontanea), en cuyo caso, se
estaria hablando de una evidencia fuerte de que la actividad depende del
circuito, que posiblemente es capaz de generar patrones estereotipados vy

recursivos (como los CPGs, ver Introduccion).

La estimulacion cortical sincroniza neuronas estriatales anatdmicamente
dispersas

En rebanadas corticoestriatales, la estimulacion eléctrica de la corteza cerebral
provoca despolarizaciones de larga duracion que pueden generar rafagas de
potenciales de accion en las neuronas espinosas medianas (Bargas et al. 1991;
Vergara et al. 2003). La figura 10B muestra un experimento en el cual se
realizaron registros en célula entera en la modalidad de fijacion de corriente
simultdneamente con imagenes de calcio (la frecuencia de los trenes fue de
20Hz, se aplicaron varios trenes separados 10 segundos; los estimulos estan
sefalados con flechas). Como puede observarse la sefial de calcio es producida
como respuesta a cada estimulo ortodromico aplicado en la corteza (Figura
10B2). La primera derivada temporal de las sefiales de calcio presenta la misma
duracion que las respuestas de voltaje (Figura 10B3). Dichas sehales fueron
utilizadas para generar graficas de la actividad global de la red (Figura 10D)
Cada renglén en dichas graficas representa una neurona activa. Los circulos
llenos en la figura 10C indican las neuronas cargadas dentro del campo visual
que respondieron a la estimulacion cortical en un experimento representativo.

Los circulos vacios indican a las neuronas cargadas que no respondieron ante la



estimulacién eléctrica. La estimulacion cortical sincronizé entre 10-20% del total
de las células observadas. Solo algunas neuronas (<2%) tuvieron actividad
antes y después de la estimulacién cortical, de manera interesante dichas
neuronas presentaron poca correlacién con las neuronas restantes (Figuras
10D y E). En cada estimulo mas del 90% de las neuronas activas siguieron los
comandos corticales (Figura 10D, panel inferior). Sin embargo, algunas
neuronas que tenian actividad espontanea antes del estimulo no siguieron los
comandos corticales (lineas azules). Registros electrofisioldgicos dirigidos hacia
las células que respondieron a la estimulacién cortical revelaron que la mayoria

de las neuronas activas eran neuronas espinosas medianas (Figura 10B).

Actividad de red provocada por una entrada excitadora tonica

Los registros oOpticos de fluorescencia con resolucién de célula unica nos
permitieron observar distintas poblaciones de neuronas estriatales activadas
tanto por la estimulacién cortical (Figura 10) como por una entrada excitadora

tonica generada por la presencia de NMDA en la perfusion (Figura 11)

Registros electrofisioldgicos e imagenes de calcio simultaneos mostraron
que las rafagas de potenciales de accion generadas durante la activacion de los
receptores NMDA presentaban sefiales de calcio cuantificables (Carrillo-Reid et
al. 2008; Kerr y Plenz, 2002). La actividad de las células en el microcircuito
neoestriatal fue reconstruida gracias a las sefales de calcio en las graficas del

comportamiento global de la red (Figura 11B).
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Figura 10. Las neuronas estriatales activadas por un comando cortical se encuentran
anatomicamente dispersas. A: Esquema del arreglo experimental. La estimulacion de campo se
realizé en las aferencias corticales mientras que los registros electrofisiolégicos y oOpticos se
realizaron el neoestriado. B: lzquierda: Respuesta sinaptica de una neurona espinosa mediana
ante un estimulo cortical (10 estimulos a 20 Hz; las flechas indican cada estimulo). Derecha:
Transitorios de calcio provocados en la misma neurona ante el estimulo en corteza. C: Mapa
espacial de todas las neuronas cargadas con el fluoréforo. Las células activadas por la
estimulacion cortical estan marcadas con rojo (35/252; 13%).Escala: 50um. D: Grafica de la
actividad global del microcircuito neoestriatal. Cada renglén representa una célula activa. Cada
columna representa una ventana de tiempo. El histograma mostrado en la parte inferior

representa el porcentaje de células responsivas. E: Mapa de correlacion de las células activas.
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activas. Los circulos rojos indican a las células que participan en los picos de sincronia. Escala:
100um. D: Mapa de correlacion espacial. Las lineas unen a las células con disparo
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correlacién entre todos los posibles pares de células. Notese la distribucion heterogénea de los

coeficientes de correlacion.



En neuronas que forman parte de distintos generadores centrales de
patrones (CPGs, ver Introduccién) también ha logrado inducirse un
comportamiento biestable gracias a la presencia de NMDA en el medio de
perfusién (Grillner et al. 1981; Guertin y Hounsgaard, 1998; Hsiao et al. 1998;
Takakusaki et al. 2004b). De manera interesante, es posible observar en las
graficas de la actividad global de la red que distintas neuronas estan
involucradas en la dinamica espacio-temporal (Figura 11B, panel superior). Es
posible observar periodos de sincronia que ocurren espontaneamente en el
histograma correspondiente a la actividad global, lo cual sugiere la aparicién de
dinamicas no lineales en el comportamiento del microcircuito neoestriatal
(Carrillo-Reid et al. 2008; Cossart et al. 2003). En mas del 80% de las rebanadas
cerebrales utilizadas en los experimentos fue posible observar picos
espontaneos de actividad sincronica estadisticamente significativos (P<0.05),
durante la aplicacion de NMDA en el medio de perfusién. En promedio
encontramos 2.5 = 0.2 picos de sincronia durante periodos de 201 + 10
segundos. Los picos de actividad sincronica aparecieron recurrentemente y no
encontramos ninguna frecuencia peridodica en su aparicién, dichos picos
ocurrieron con un intervalo medio de 46 £ 10 segundos. Es importante resaltar
que las neuronas que dispararon de forma sincrénica durante la aplicacion de
NMDA podian encontrarse dispersas anatomicamente y mezcladas con células
silentes (Figura 11C; circulos llenos). Para observar los pares de células que
tenian una correlacion estadisticamente significativa (P<0.05) construimos

mapas de correlacion espaciales (Figura 11D) en los cuales las células



correlacionadas estan unidas por lineas cuyo grosor representa el grado de
correlacion. Las células que tuvieron actividad durante los picos de sincronia
formaron la mayoria de las correlaciones dentro de la red. En promedio 77 + 4%
de las células activas tuvo actividad correlacionada durante algun momento del
experimento. Las graficas de correlacién en pseudocolor (Figura 11E) mostraron
que el grado de sincronizacion entre distintos pares de neuronas es
heterogéneo, lo cual significa que la dinamica de red observada en el
microcircuito neoestriatal no es debida a una correlacion estocastica entre pares

de células sino a la dinamica propia del circuito.

Es importante resaltar que la aplicacion de NMDA en los microcircuitos
neoestriatales tanto in vitro (Carrillo-Reid et al. 2008; Vergara et al. 2003) como
in vivo (Herrling et al. 1983) induce rafagas de potenciales de accion y genera
movimientos estereotipados en animales no anestesiados (Ossowska, 1995), lo

cual sugiere un mecanismo general preservado en un amplio rango de edades.

Diversos patrones de actividad estructurada con caracteristicas similares
a las mostradas en nuestros experimentos han sido reportados en la corteza
cerebral de ratones jovenes (PD 13-22) y de gatos adultos in vivo, lo cual
demuestra que la dinamica de red es intrinseca a diferentes nucleos y se
preserva incluso en rebanadas de cerebro (Carrillo-Reid et al. 2008; Ikegaya et
al. 2004). Sin embargo, para abordar este tema en el microcircuito neoestriatal,

dividimos nuestros datos en diferentes grupos de acuerdo con la edad con el



objetivo de descartar resultados debidos a factores de desarrollo. La figura 12
muestra que la actividad inducida por la aplicacion de NMDA es independiente
de la edad, a pesar de los reportes previos en los cuales fue observada una
disminucién en el numero de células cargadas dependiendo de la edad de los
animales (PD 14-29; Figura 12) (Froemke et al. 2002; Peterlin et al. 2000). El
numero de picos de sincronia durante periodos de tiempo especificos se
mantuvo en un rango considerable de edades (PD 14-29), lo cual demuestra que
la actividad de red observada constituye un mecanismo robusto en el

microcircuito neoestriatal.
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Figura 12. La dinamica de la red en el microcircuito neoestriatal no depende de la edad.
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picos/periodo en funcién del dia de nacimiento.



Los experimentos mostrados hasta el momento demuestran varios puntos
importantes: 1) Una entrada excitadora ténica tal como la producida por la
aplicacion de NMDA, induce la generacion de patrones estructurados de
actividad en el neoestriado in vitro. 2) La actividad se encuentra distribuida a
través del microcircuito y comprende a un porcentaje de neuronas mayor a las
encontradas en condiciones control. 3) La actividad puede presentar diversos
periodos espontaneos de sincronia que involucran a distintos elementos del
microcircuito. 4) Una vez que la red esta activa, el fendmeno observado continua
durante un periodo extenso, sin la necesidad de estimulacion cortical. 5) La
dinamica de red descrita se preserva en un rango amplio de edades (PD 14-29)
y puede correlacionarse con la actividad electrofisiolégica y conductual hallada

en animales adultos (Herrling et al. 1983; Ossowska, 1995).

De acuerdo con los experimentos presentados, pensamos que la
actividad de red inducida por la entrada excitadora ténica podria ser sostenida
por grupos de neuronas correlacionadas (ensambles neuronales) que alternarian
su actividad unos con los otros generando patrones espacio-temporales de
actividad sincronizada. Una pregunta importante es si esta actividad
sincronizada sigue trayectorias determinadas recurrentes y no azarosas, en cuyo
caso, podriamos hablar de la dinamica de un microcircuito o red con pesos
sinapticos establecidos y con neuronas de distintos tipos cumpliendo roles

especificos en el microcircuito (Hebb, 1949). Sdlo asi podria explicarse que un



estimulo (entrada) no correlacionado pueda transformarse en un patron espacio-

temporal (salida) definido y recurrente.

Visualizacion de estados funcionales durante la dinamica de lared

Para investigar la dinamica de la red neoestriatal disefiamos experimentos que
nos permitieran distinguir entre diversos estados funcionales codificados en el
microcircuito neuronal. Realizamos secuencias cortas (100 — 200 segundos) de
la actividad en la red tomadas con diferentes intervalos de tiempo (5-10
minutos). Esto nos permitié seguir la dinamica del microcircuito durante periodos

largos de tiempo (hasta una hora).

Para reconstruir la dinamica de la red dividimos la actividad global del
microcircuito neoestriatal en pequenas ventanas de tiempo, considerando
unicamente a las neuronas involucradas en los picos de sincronia (Figura 13).
Los segmentos temporales asi obtenidos representan vectores
multidimensionales que codifican la actividad en rafagas de potenciales de
accion de neuronas individuales con actividad sincronizada. Cada vector
representa una ventana de tiempo y la dimensién del vector indica el numero de
células activas. Demostramos que la vectorizacion de la actividad global del
microcircuito neoestriatal permite comparar, rigurosamente, diferentes estados

de la red a través del tiempo (Brown et al. 2005; Sasaki et al. 2007).



El producto interno normalizado de todos los posibles pares de vectores
provee una medida de similitud entre los estados de la red (Sasaki et al. 2006;
Schreiber et al. 2003). Para visualizar las similitudes a lo largo del tiempo
construimos graficas en pseudo color (Figura 13A) en las cuales es posible
observar diversas estructuras que se repiten en tiempos diferentes. Las
transiciones abruptas en este tipo de graficas sugieren una actividad de red
estructurada (Brown et al. 2005; Stopfer et al. 2003). El siguiente paso consistio
en poner a prueba algoritmos que nos permitieran identificar la presencia de
distintos estados funcionales en la red, para ello disefiamos condiciones
experimentales especificas. De esta manera, comparamos la respuesta de la red
ante tres condiciones diferentes: estimulacion eléctrica cortical, aplicacion de
NMDA en el medio de perfusion, y finalmente estimulacion eléctrica en presencia
de NMDA. EI algoritmo que reflejé fidedignamente las condiciones
experimentales impuestas por nosotros fue el de LLE (locally linear embeding,
ver Métodos), que consiste en una técnica no lineal de reduccion de
dimensiones de espacios vectoriales multidimensionales (Roweis y Saul, 2000).
La ventaja de este algoritmo con respecto a otros radica en la conservacion de la
estructura del sistema analizado. Los vectores nuevos encontrados con LLE, son
proyectados en dos dimensiones (Figura 13B). Cada punto representa un vector
y un grupo de puntos muestra segmentos de la actividad global de la red con
dinamicas similares. Las trayectorias entre los puntos muestra subgrupos de
neuronas coactivas que generan estados especificos de la red (Brown et al.

2005; Carrillo-Reid et al. 2008; Stopfer et al. 2003).



2 4 estado 2

=
]
12 11
I.‘—E‘
E £ N g
e @ L
5 I% =11
o 1]
[&]
2 032 -2 1
-3 .
2 -1 0 1 2 3
LLE 1
C
3 4 5
- e - o e iAEIECR -a-: :. - T AL -
140_ T ] :...."g Siiaip cemmemep .--‘. - P LT, ————
120 4% anarm o Ay SR o e mem e
R LA P I T
a 1007 - i il - I T
i # & ek e L e = --
> 80-:.: o M *rN P ) .

@ e e e i P
U 60'__' ol Fot «"a" = - = "mr - - - ';' - = = # = o= o=
40—~ - - . = ke i ae
- =me=- - = _';' 5.' - - .-

- g < | -
o
@ 3 6
- ] T
:'g 1 2 4 3 L & 9
© | ;
o S T 5 SR RS S | g | SRt ==l e =
A '
=2 1 b ol L. 11 :_--h | l‘ il | LA Ll |h. 1l
1 min
D E
estado 2g- 820
oy e e he.
e .:. _. e ...:—:
* & ...‘.w. 9
Fog, LS e 0
®_Cak 304 SS 182 183 283
# estados

|

estado 1

estado 2

estado 3

0 S O oo

B B S Tk O SRR H R Y AN R E 2 TR B R D R B R SRR L TR T IS RN I RRSSIRG NN SIS BR RS

r DO MO = v (A I = DI O DT D DA

Figura 13. Visualizacién de estados funcionales en redes neuronales biolégicas. A: indices de
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B: Reduccion multidimensional de la dinamica de la red. C: Grafica de la actividad poblacional
durante diferentes condiciones experimentales. Cada color sefiala un estado distinto. D: Mapas
espaciales de las neuronas involucradas en los estados. E: Porcentaje de células coactivas en

varios estados. F: Agrupamiento de células conforme a su dinamica de red.



Gracias a ello es posible seguir el cambio en los estados funcionales de un
sistema de manera sencilla. En la figura 13B, el estado 1 representa la
respuesta de la red ante los estimulos eléctricos corticales en condiciones
control. El estado 2 muestra la actividad de red inducida por la presencia de
NMDA en el medio de perfusion sin ningun estimulo eléctrico. El estado 3
representa la respuesta de la red ante el mismo estimulo cortical (dado en el
estado 1) pero con NMDA. La estimulacion cortical en presencia de NMDA
reclutd mas neuronas estriatales que la misma estimulacion en condiciones
control, lo cual produjo picos de sincronia con mayor amplitud a los provocados
unicamente por NMDA. Es importante resaltar que el comportamiento general de
la red generado por la aplicacion de NMDA, permanece similar después del
estimulo eléctrico (Figuras 13C4 y 5). De hecho el numero de picos de sincronia
permanece igual antes y después de la estimulacion cortical. Incluso, después
de la estimulacion cortical la trayectoria del sistema regresa al punto del cual
parti6 (Figura 13B), demostrando la activacion recurrente de los mismos
ensambles neuronales después de una perturbacién (Stopfer et al. 2003). La
figura 13D muestra la distribucion espacial de las neuronas que generan los
diferentes estados. El analisis jerarquico de grupos revel6 la existencia de los
diferentes conjuntos neuronales (ensamble) que conforman cada estado (Figura
13F). Los estados estan practicamente formados por un ensamble neuronal
especifico. La transicion hacia otros estados implica un cambio en el ensamble

neuronal activo (alternancia). Sin embargo existen distintos elementos que



forman parte de todos los estados. Hipotetizamos que estos elementos podrian

estar coordinando la transicidon entre los diferentes estados.

En resumen, fue posible distinguir diferentes picos de actividad sincrénica
que cambian a través del tiempo, que reflejan estados funcionales inducidos del
microcircuito neoestriatal y que son generados por grupos especificos de
neuronas. Con estos experimentos concluimos que los patrones de actividad
espacio-temporales codificados en arreglos vectoriales multidimensionales son

suficientes para reconstruir la dinamica de un microcircuito neuronal especifico.

Generacion de patrones que representan estados funcionales sostenidos
por ensambles neuronales

Los resultados mostrados anteriormente incluyeron condiciones experimentales
inducidas con el propdsito de comprobar la validez de algoritmos matematicos
gue nos sirvieran en la busqueda de patrones dentro de la dinamica de red del
microcircuito neoestriatal. Si la actividad inducida por la aplicacion de NMDA en
el medio de perfusion esta mediada por ensambles neuronales entonces uno
esperaria la aparicion de estados funcionales distinguibles evocados unicamente
por la presencia de una entrada excitadora tonica, es decir sin la necesidad de
estimulos eléctricos (Grillner, 2006). Para contestar esta pregunta investigamos
la dinamica espacio-temporal en la actividad sincrénica inducida por la aplicacion

de NMDA.



Para observar la alternancia entre los diversos estados funcionales,
disefiamos experimentos que involucraban periodos de tiempo largos, los cuales
nos permitieron estudiar la dinamica de la red neoestriatal (Figura 14).
Obtuvimos secuencias cortas de imagenes (100-250 segundos) con diferentes
intervalos durante una hora (Figura 14C1-3; panel superior; las secuencias

diferentes a lo largo del tiempo estan separadas por lineas verticales).

La matriz de similitud generada por la comparacion de todos los vectores
del arreglo multidimensional muestra claramente transiciones abruptas lo cual
indica una actividad de red estructurada (Sasaki et al. 2006). La reduccién
dimensional de los vectores con LLE (Brown et al. 2005; Roweis y Saul, 2000;
Stopfer et al. 2003) y su posterior proyeccion en un plano de dos dimensiones
(Figura 14B) nos permitid observar una variedad de estados en la red cuya
actividad sincronizada sigue trayectorias con secuencias determinadas. Gracias
a ello encontramos a los diferentes grupos de neuronas (ensambles neuronales)
que subyacen a la dinamica del microcircuito neoestriatal en la ventana de
observacion (Figura 14D). Se pudo seguir la evolucién en el tiempo de los
diversos estados funcionales (como eventos que aparecen y desaparecen)
generados por grupos de neuronas que se sincronizan entre si. Diversos
experimentos como los mostrados en la figura 14B demostraron la existencia de
estructuras espacio-temporales robustas con actividad recurrente y alternante

(Figura 14B y C).



Bajo estas condiciones los estados son continuamente visitados sin que exista
una preferencia de la red por permanecer en un estado dado (Figura 14B;
observar la probabilidad de transicién de un estado a otro), lo cual demuestra la
existencia de varios puntos semiestables que podrian representar cierto tipo de
atractores (Cossart et al. 2003). Los histogramas de la actividad global muestran
varios picos de sincronia (asteriscos; Figura 14C) que se alternan a través del
tiempo, lo cual demuestra una dinamica multiestable en el comportamiento de la

red (Carrillo-Reid et al. 2008).

La figura 14D muestra la distribucion espacial de los grupos neuronales
que generan los diversos estados funcionales. En general, cada estado utiliza
neuronas distintas (Figura 14E), lo que es demostrado concluyentemente por el
analisis jerarquico de grupos (Figura 14F). Sin embargo, es importante notar la
existencia de un grupo de neuronas compartidas por todos los estados (8% de

las neuronas que participan en los picos de sincronia).

Con estos experimentos concluimos que los estados funcionales
denotados por la aparicidon espontanea de picos de sincronia estan generados
por la actividad coordinada de diferentes ensambles neuronales, tal como ocurre
con los CPGs unitarios (Grillner, 2006). Las transiciones entre los estados tienen

una dinamica de red de largo plazo.
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Figura 14. Los ensambles neuronales mantienen la dindmica del microcircuito neoestriatal.

A: Indices de similitud de los vectores que representan la dinamica de la red. B: Diferentes

estados encontrados por LLE. C: Grafica de la actividad poblacional. Los colores sefialan estados

distintos. D: Mapas espaciales de los ensambles neuronales que sostienen la actividad de la red.

E: Porcentaje de células coactivas en varios estados. F: Agrupamiento de células que participan

en los estados funcionales. Cada estado corresponde principalmente a un grupo de neuronas.



La activacion recurrente de los mismos ensambles neuronales a través
del tiempo muestra que los elementos que forman estos modulos estan
asociados de manera robusta y tienen una estructura determinada, lo cual
permite que se alternen la actividad a lo largo del tiempo. Finalmente, todos
estos estados estan relacionados por medio de un ensamble central (“core
assembly” en inglés) de neuronas compartidas, las cuales podrian estar dictando

las relaciones temporales que ocurren entre los distintos grupos neuronales.

Mecanismos basicos que mantienen la dinamica de la red en el
microcircuito neoestriatal

Para investigar los requerimientos basicos que mantienen la dinamica
multiestable en la red neoestriatal, disefiamos experimentos que nos permitieran

dilucidar la participacion de distintos componentes sinapticos e intrinsecos.

En primer lugar investigamos la participacion de la inhibicion sinaptica en
el microcircuito (Czubayko y Plenz, 2002; Koos et al. 2004; Tepper et al. 2004;
Tunstall et al. 2002), para ello utilizamos bicuculina, que es un antagonista de los
receptores GABAA. La figura 15 muestra que el bloqueo de la inhibicion sinaptica
rapida, una vez que el circuito se encuentra activo, reduce drasticamente la
transicion entre estados (n = 6 rebanadas). La red se engancha en un estado
preferido que es continuamente visitado (o del que es dificil salir). Los indices de
similitud que representan la dinamica de la red demuestran la ausencia de

estados funcionales diversos (Figura 15A). Unicamente es posible observar



transiciones ocasionales entre los estados (Figura 15B). Paraddjicamente, la
actividad global de la red exhibe un mayor numero de picos de sincronia,
mostrando un incremento en el numero de estos: de 2.7 + 0.2 picos en la
condicion de NMDA a 8.3 + 2 picos en presencia de bicuculina (P < 0.01).
También encontramos un incremento en el numero de células coactivas que
forman el estado funcional dominante (Figura 15C). De hecho, la mayoria de los

picos de sincronia forman parte de un estado dominante que “acapara” la red.

Las neuronas que forman parte de los estados funcionales se muestran
en las figuras 15D y E. Bajo estas condiciones el analisis jerarquico de grupos
no pudo encontrar diversos ensambles neuronales a pesar de que existiera una
mayor sincronizacién global (Figura 15F), lo cual significa que la mayoria de las
neuronas activas se encuentran agrupadas dentro del mismo estado dominante.
La estimulacion cortical en presencia de bicuculina recluta mas neuronas
estriatales que aquellas reclutadas en condiciones control o en presencia de
NMDA. Por lo tanto concluimos que la transmisién GABAérgica rapida es un
requerimiento necesario para que la red neoestriatal pueda exhibir una dinamica

multiestable formada por la transicion entre varios estados.

Esto significa que el arreglo del microcircuito estriatal es el que provoca
los patrones de actividad, pues las sinapsis inhibitorias de este circuito son

propias del nucleo. En otras palabras, el circuito no es un simple “seguidor” de la



actividad proveniente de otra parte,

generar una salida funcional.
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Figura 15. La transmisién GABAérgica rapida es necesaria para las transiciones entre
estados. A: indices de similitud de los vectores que representan la dinamica de la red en
presencia de bicuculina. Notese la ausencia de estructuras cuadradas. B: En presencia
de bicuculina LLE muestra la existencia de un estado preferente con saltos ocasionales
hacia otro estado. C: Grafica de la actividad global de la red en diferentes condiciones
experimentales. La linea vertical separa ambas condiciones experimentales. El bloqueo
de la transmision GABAérgica rapida produce un incremento en la sincronizacion de la
actividad de red del microcircuito neoestriatal. La frecuencia y amplitud de los picos de
sincronia (asteriscos) aumenta después de la aplicacion de bicuculina. D: Mapa espacial
de las neuronas que participan en los estados. E: Porcentaje de células coactivas en los
dos estados. F: El algoritmo de agrupamiento jerarquico muestra la existencia de un solo

grupo de células activas. Todas las células del estado 2 participan en el estado 1.

La siguiente serie de experimentos tenia como objetivo determinar el
papel de la transmisién glutamatérgica mediada por los receptores AMPA, en la
orquestacion de los ensambles neuronales. Es necesario recordar que los
antagonistas de los receptores NMDA no pueden ser usados, ya que la actividad
de red estudiada esta generada por la aplicacion de NMDA en la perfusion.
Tanto el lavado del NMDA del medio de perfusion como el bloqueo de los
receptores NMDA con APV, interrumpe la dinamica de la red aqui descrita
(datos no mostrados).

Para bloquear los receptores AMPA utilizamos CNQX (Figura 16A). Una
vez bloqueadas las entradas excitadoras se redujo drasticamente el numero de
células activas y se interrumpio la aparicién de los picos de sincronia generados

por la aplicacion de NMDA (Figura 16A).
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Figura 16. El blogueo de la transmision AMPA o de las corrientes de calcio tipo L
interrumpe la actividad de red inducida por NMDA. A1: Graficas de actividad global durante
la presencia de NMDA (izquierda) y CNQX (derecha). La linea vertical separa las dos
condiciones experimentales. Los picos de sincronia (asteriscos) fueron suprimidos después
de la aplicacién de CNQX, y la actividad global de la red se redujo drasticamente. A2:
Mapas espaciales de las células que participaban en los picos de sincronia. Escala: 100um.
Los circulos grises representan células que continuaron activas en presencia de CNQX.

B1: Graficas de actividad global en presencia de NMDA (izquierda) y nicardipina (derecha).
Los picos de sincronia (asteriscos) fueron suprimidos después de la aplicacién de
nicardipina. B2: Mapas espaciales de las células involucradas en los picos de sincronia. Los
circulos grises representan las células que permanecieron activas en presencia de

nicardipina.

De forma interesante, algunas neuronas que se encontraban activas durante los
picos de sincronia permanecieron activas en la ausencia de transmisién
sinaptica del tipo AMPA (Figura 16Al y 2; circulos grises; Vergara el al. 2003).
Pero en presencia de CNQX, la estimulacion eléctrica cortical fue incapaz de
reclutar neuronas espinosas medianas y toda la actividad correlacionada fue

suprimida. Esto quiere decir que la entrada excitadora de las aferentes (e.g.,



corticales) es necesaria para activar al microcircuito. Esto es, la actividad
generada por la red depende de sinapsis propias del nucleo (GABAérgicas) y de

las aferencias provenientes de otros nucleos (glutamatérgicas).

Es sabido que las conductancias intrinsecas participan en la generacién
de oscilaciones del potencial de membrana en distintos tipos de células. En
particular, la actividad biestable generada por la activacion de los receptores
NMDA en las neuronas espinosas medianas esta mediada por los canales de
calcio dependientes de voltaje de tipo L (Vergara et al. 2003). Dichos canales de
calcio promueven la generacion de potenciales en meseta que ayudan al
mantenimiento de rafagas de potenciales de accidon durante largos periodos de
tiempo. Por lo tanto investigamos la participacién de los canales de calcio de tipo
L en la dinamica de la red inducida por NMDA. Para ello blogueamos los canales
de calcio de tipo L con nicardipina. Como se muestra en la grafica de actividad
global en la figura 16B1, la aplicacion de nicardipina en el medio de perfusion
reduce el numero de picos de sincronia en la red neoestriatal, sin embargo, no
reduce significativamente el numero de células activas. Varias células
involucradas en la actividad sincrénica generada por NMDA continuaron activas
durante la presencia de nicardipina (Figura 16B1 y 2; circulos grises). Pero ya
no fue posible que se sincronizaran para generar estados funcionales en la red.
Concluimos que los potenciales plateau que resultan de la activacion de los
canales de calcio de tipo L son necesarios para la sincronizacion de la red

neoestriatal (Vergara et al. 2003) y para la generacién de patrones producida por



la actividad de diversos ensambles neuronales en las rebanadas tratadas con
NMDA. Esto quiere decir que ademas de las propiedades sinapticas, la actividad

generada por la red requiere de las propiedades intrinsecas de las neuronas.

Las interneuronas coordinan la actividad secuencial de los ensambles
neuronales

En la mayoria de las rebanadas que tuvieron una dinamica de red multiestable
(80%), encontramos un ensamble central (“core assembly”) de neuronas que
formaban parte de todos los estados funcionales, dichas neuronas tenian un
patron de disparo caracteristico por lo cual realizamos experimentos para
registrar electrofisiolégicamente estas células. Las neuronas de este tipo
representaron el 8 + 2% del total de neuronas activas en los estados funcionales
de la red. Algunas de las neuronas del ensamble central exhibian sefales de
calcio periddicas tanto en condiciones control como en presencia de NMDA o
CNQX. EIl bloqueo de la transmisién GABAérgica rapida interrumpié el disparo
periddico en estas células. Para caracterizar las propiedades electrofisiolégicas
en estas células realizamos registros de célula entera en la configuracién de
fijacion de corriente 0 medimos las corrientes extracelulares generadas por el
disparo en rafagas (Figura 17A). Gracias a ello encontramos que el 40% de las
neuronas del ensamble central eran interneuronas GABAérgicas que presentan
disparo en rafagas de alta frecuencia (Plenz y Aertsen, 1996; Tepper et al. 2004)

y actividad periodica de tipo marcapaso (Figura 17).
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Figura 17. Las interneuronas GABAérgicas coordinan la actividad de los ensambles
neuronales. A: Registro extracelular (arriba) e imagenes de calcio (abajo) de una neurona
que presentaba actividad marcapaso en presencia de NMDA. Los registros muestran el
disparo de alta frecuencia en rafagas de potenciales de accion y sus sefales de calcio
correspondientes. Notese el pico en el histograma alrededor de 11 ms. B: Imagen de
fluorescencia de la célula registrada en A. Escala: 15 ym. C1: Respuestas de voltaje ante
comandos de corriente registrados en otra neurona que tenia actividad marcapaso. C2: La
misma neurona cargada con biocitina. La imagen corresponde a una interneurona
GABAérgica. Escala: 15 pm. D1: La misma célula mostrada en C mostré actividad
marcapaso en presencia de NMDA. Notese la periodicidad de las oscilaciones. D2:
Histograma que muestra el comportamiento biestable del potencial de membrana.

D3: Espectro de potencia de la misma neurona. Existe una actividad periédica de 0.46 Hz.



Sin embargo por medio de la fijacién de las sefales fluorescentes en las células
activas durante un experimento dado mostramos que la mayoria de las células
que forman parte de los ensambles neuronales eran neuronas espinosas
medianas inmunoreactivas a substancia P o encefalinas (Figura 18). Esto
demuestra que a pesar de ser una minoria del total de las células activas, las
interneuronas GABAérgicas podrian tener un papel determinante esculpiendo la

actividad de los ensambles neuronales a través del tiempo (Berke et al. 2004).

Por lo tanto, concluimos que ademas de las propiedades sinapticas y de
las propiedades intrinsecas de las neuronas principales del circuito, la actividad
generada por la red requiere de la especializacion neuronal, esto es, de

diferentes tipos de neuronas cumpliendo roles especificos en el microcircuito.

Estos experimentos permitieron demostrar que la actividad generada por
la adicion de NMDA en el microcircuito estriatal no es estocastica, es decir, no
se debe a un simple aumento de la excitabilidad. Tampoco es resultado del
seguimiento simple de la actividad generada en otros nucleos (e.g., la corteza).
Sino que el aumento en la excitabilidad generado por la entrada excitadora
tonica activa un microcircuito con conexiones establecidas y con neuronas
especializadas coordinadas entre si. Esto hace que una entrada no
correlacionada en si misma produzca una salida estructurada. En otras palabras,
podemos estudiar el procesamiento del microcircuito neoestriatal ante diferentes

estimulos.



Sobreposicion

Figura 18. La mayoria de las células activas en los ensambles neuronales son neuronas
espinosas medianas. A: Imagen confocal del estriado dorsal que muestra las células
cargadas con fluo4 AM que estuvieron activas durante el experimento. Escala: 10 ym.

B: Imagen confocal del mismo campo que muestra que varias de las neuronas activas
fueron inmunoreactivas a encefalias (ENK), un marcador especifico de neuronas espinosas
medianas. C: Sobreposicion de A y B. D: Imagen confocal del estriado dorsal que muestra
las neuronas activas cargadas con fluo4 AM durante un experimento. Escala: 10 ym.

E: Imagen confocal del mismo campo que muestra que varias de estas células fueron
inmunoreactivas a substancia P (SP), otro marcador especifico de neuronas espinosas

medianas. F: Sobreposicién de Dy E.



Modulacion colinérgica en el disparo correlacionado de los elementos del
microcircuito neoestriatal

La aplicacién de NMDA induce dinamicas de red en el microcircuito neoestriatal,
esto es, grupos de neuronas con disparo en rafagas correlacionado que alternan
su actividad de manera recurrente a lo largo del tiempo. Lo cual esta
representado por diferentes estados de la red que cambian formando
secuencias que se repiten una y otra vez (lkegaya et al. 2004; Lee y Wilson,
2002). Una vez establecidos los mecanismos basicos que generan la actividad
de red en el microcircuito neoestriatal, la siguiente pregunta consistio en
investigar si este comportamiento es susceptible de ser modulado por diferentes
neurotransmisores. Por lo tanto como paso siguiente estudiamos los efectos de
la activacion del sistema colinérgico sobre la actividad generada por la red

estriatal e inducida por NMDA.

En primer lugar investigamos la modulacion colinérgica sobre los patrones
de disparo en rafagas de potenciales de accién en las neuronas espinosas
medianas, para ello realizamos registros de célula entera en la configuracién de
fijacion de corriente y al mismo tiempo seguimos la actividad de la red con

imagenes de calcio.

La figura 19 muestra que la activacion de los receptores muscarinicos en
las neuronas espinosas medianas genera un cambio en el patron de disparo

inducido por la aplicacion de NMDA (Figura 19A). La frecuencia y el nivel de



despolarizacién en las oscilaciones del potencial de membrana se encuentran
incrementados (n=26 células). Este cambio esta asociado con el incremento de
la regidon de conductancia con pendiente negativa y la reduccion del rectificador
entrante mostrados en la relacion corriente voltaje de las neuronas espinosas
medianas (Figura 19B). La aparicion de una zona de conductancia con
pendiente negativa habilita a las neuronas con propiedades no lineales
(Izhikevich, 2007; Schiller y Schiller, 2001), lo cual da lugar a varios
comportamientos en la dinamica de la red. El incremento en las transiciones del
potencial de membrana es bloqueado por APV, un antagonista de los receptores
a NMDA. Esto sugiere que la participacion de mecanismos intrinsecos como la
zona de conductancia con pendiente negativa en las neuronas estriatales es
determinante para el establecimiento de actividad generada por la red (Vergara

et al. 2003).

De manera interesante, el incremento en la zona de conductancia con
pendiente negativa provocado por la activacién de los receptores muscarinicos
s6lo puede ser observado en presencia de NMDA; la activacion de los
receptores muscarinicos en condiciones control unicamente reduce la cantidad
de corriente debida al rectificador entrante en las neuronas espinosas medianas

(Figueroa et al. 2002).
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Figura 19. Modulacién colinérgica de la actividad de red del microcircuito neoestriatal.

A: Registros electrofisiolégicos realizados de manera simultanea con imagenes de calcio,
en presencia de NMDA (izquierda) y muscarina (derecha). B: Relacién corriente-voltaje
medida en fijacion de voltaje. La activacion de los receptores NMDA produce una zona de
conductancia con pendiente negativa en las neuronas espinosas medianas. La activacion
de los receptores muscarinicos incrementa la zona de conductancia con pendiente negativa
y reduce la rectificacion entrante. C: Graficas de actividad global en presencia de NMDA y
muscarina. La frecuencia de los picos de sincronia (asteriscos) aumenta durante la
aplicacion de muscarina. D: Mapas espaciales de las neuronas activas. Las neuronas que
tuvieron actividad antes y después de la aplicacién de muscarina estan indicadas con
numeros azules. La numeracion corresponde a las graficas de actividad global. E: Mapas
de correlacion de la actividad de red. F: Mapas de pseudocolor de todos los posibles pares
de células activas. El ndmero de neuronas con actividad correlacionada aumenta
significativamente durante la aplicacion de muscarina (35 vs. 64 lineas). Sin embargo no

existe un incremento significativo en el nimero de células activas (34 vs. 39 células)

Para estudiar el efecto del sistema colinérgico sobre la actividad de la red
neoestriatal utilizamos imagenes de calcio con resolucién de célula unica.
Realizamos secuencias de imagenes (180 segundos) bajo diferentes
condiciones farmacoldgicas y por medio de la actividad global de la red
seguimos el disparo en rafagas de varias neuronas simultaneamente (Figura
19C). La activacion de los receptores muscarinicos incremento
considerablemente las correlaciones entre los elementos del microcircuito
neoestriatal (Figura 19E) asi como el numero de picos de actividad sincronica
(Figura 19C; 2.8 picos durante NMDA contra 12.2 picos en presencia de
muscarina; P<0.001). La duracién de los picos de actividad sincronica

corresponde con la duracion de las transiciones en el potencial de membrana de



las neuronas espinosas medianas medidos electrofisiolégicamente (Carrillo-Reid

et al. 2008; Vergara et al. 2003).

La neuronas activas durante el experimento estdn marcadas con circulos
llenos en los mapas espaciales de la figura 18D. Las letras azules indican
células que estuvieron activas antes y después de la exposicion a muscarina.
Los circulos rojos indican células que estuvieron activas durante los picos de
actividad sincrénica. Las lineas conectan pares de neuronas que presentaron
correlacioén a lo largo de los experimentos. De forma analoga a la utilizada en los
experimentos anteriores construimos matrices de correlacién en pseudo color
antes y después de la exposicion a muscarina, utilizando el coeficiente de
correlacion de Jaccard (Figura 19F). La modulacidén colinérgica incrementd
considerablemente el disparo correlacionado entre las células (Figuras 19C-F;
35 lineas en la condicion de NMDA contra 64 lineas durante la exposicion a
muscarina), sin embargo el numero de células activas no se encuentra
incrementado significativamente (34 células durante la aplicacion de NMDA
contra 39 células en la condicidn de muscarina). Sin embargo, no todas las
células que presentan disparos correlacionados participaron en los picos de
sincronia lo cual sugiere que el disparo correlacionado entre pares de células no
es una condicion suficiente para afirmar que un par de células pertenecen a un

mismo ensamble neuronal (Carrillo-Reid et al. 2008; Hebb, 1949).



Para comparar las acciones del agonista exégeno (muscarina) con las
provocadas por la liberacion enddégena de acetilcolina, utilizamos eserina, que es
un inhibidor de la acetilcolinesterasa, por lo cual el tono basal de acetilcolina en
el estriado se eleva. La elevacion de la concentracién endogena de acetilcolina
produjo de manera similar un incremento en la aparicién de picos de sincronia y
disparo correlacionado en todos los experimentos realizados (n = 12 rebanadas).
El incremento en la sincronizacion es mediado por los receptores muscarinicos
ya que la adicion de atropina en el medio de perfusion redujo el aumento en la
sincronia regresando la dinamica de la red a la condicién inicial (NMDA, pre-
eserina; NMDA: 2.3 picos/periodo, 37 células, 36 lineas; eserina: 12.5
picos/periodo, 39 células, 58 lineas; atropina: 2.8 picos/periodo, 36 células, 33
lineas; Figura 20). En resumen, estos experimentos demuestran que la
activacién del sistema colinérgico en el neoestriado induce el incremento en la
correlacion de las células activas, este incremento es reversible y especifico ya
que puede ser bloqueado por la exposicion de la rebanada a un antagonista

muscarinico (atropina).

Ya mencionamos que la caracteristica cardinal que identifica la dinamica
de una red neuronal sostenida por ensambles neuronales consiste en que la
aplicacion de una entrada ténica excitadora puede ser transformada en patrones
de actividad generados por diversos estados de la red. Dicha actividad
estereotipada se caracteriza por la aparicion de varios grupos de neuronas con

actividad sincronica, alternante y recurrente (Hebb, 1949; Lorente de No6, 1938).
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Figura 20. La modulacién colinérgica de la actividad de la red es especifica y reversible.

A: Gréficas de actividad global en diferentes condiciones

experimentales. B: Mapas

espaciales de las células involucradas en la actividad de red. C: Mapas de correlacion de las

neuronas activas. D: Mapas de pseudocolor de todas las posibles correlaciones entre las

células activas.

El

numero de neuronas con disparo correlacionado se

incrementa

significativamente durante la presencia de eserina. Sin embargo no hay un incremento

significativo en el numero de células activas.



Basados en los resultados descritos con anterioridad pensamos que la
activacion del sistema colinérgico podria habilitar a los ensambles neuronales
del microcircuito neoestriatal con propiedades mas complejas que aquellas

conferidas unicamente por la aplicacién de NMDA (Carrillo-Reid et al. 2008).

Modulacion colinérgica de los estados funcionales en la red neoestriatal

Para estudiar las acciones del sistema colinérgico en el comportamiento global
de la red, realizamos distintas secuencias de imagenes separadas por intervalos
de tiempo durante periodos largos (mas de una hora; n=15 rebanadas), después
vectorizamos la actividad de red construyendo pequeinas ventanas de tiempo del
comportamiento global de las células (Sasaki et al. 2007). Obtuvimos los mismos
resultados para diferentes ventanas de tiempo. La vectorizacion nos permitié
realizar una comparacion rigurosa entre los picos de sincronia que aparecieron
antes y después de la aplicacion de muscarina en el medio de perfusiéon (Brown

et al. 2005; Carrillo-Reid et al. 2008; Sasaki et al. 2007).

El producto interno de todos los posibles pares de vectores graficado
como una matriz de psecudocolor permite distinguir la similitud entre los
diferentes estados de la red (Figura 21A). La aparicion de estructuras
agrupadas distribuidas a través del tiempo en la matriz de similitud demostré que
existian cambios radicales en la dinamica de la red neoestriatal después de la

activacion del sistema colinérgico.
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Figura 21. Generacion de rutas alternas en los estados de la red debido a la modulacion
colinérgica.

A: indices de similitud del arreglo multidimensional de los vectores que representan la
dinamica de la red. B: Reduccion multidimensional de los diferentes estados encontrados por
LLE. C: Grafica de la actividad global de la red. Los colores sefialan los diferentes estados del
microcircuito neoestriatal. D: Mapas espaciales de los ensambles neuronales que sostienen la
actividad de la red. E: Porcentaje de células coactivas en dos estados. F: Agrupamiento
jerarquico de las neuronas que participan en la dinamica de red. La activacion del sistema
colinérgico genera la division de los ensambles neuronales en pequefios subgrupos

relacionados entre si que presentan la propiedad conocida como “sincronia distribuida”.

Para confirmar dichos cambios redujimos las dimensiones del sistema
con LLE, lo cual nos permitid observar la presencia de varios estados
representados por distintos grupos de vectores (Figura 21B). Los puntos en
estas graficas representan la actividad sincronica vectorizada, y los grupos de
puntos demuestran la existencia de vectores con dinamicas similares a través
del tiempo. Las flechas conectan los diferentes estados de la red e indican la
activacion secuencial de grupos de neuronas especificos que tienen actividad
sincronica. Se puede observar que los grupos neuronales alternan su actividad y
siguen rutas cerradas que se repiten a lo largo del tiempo (Abeles, 2003;
Hammer, 2003; Harris, 2005; Hebb, 1949). Esta dinamica difiere drasticamente
de la inducida solamente por la aplicacién de NMDA en la perfusion, tanto en el
numero de picos de sincronia como en la predisposicion de la red para cambiar
de un estado a otro (Carrillo-Reid et al. 2008). La figura 21C muestra el curso

temporal de los picos de actividad sincronizada. El histograma representativo de



la actividad global de la red (Figura 21C, panel inferior) muestra el porcentaje de

células coactivas como funcioén del tiempo y de la condicion experimental.

La figura 20D muestra la distribucion espacial de los grupos neuronales
que subyacen a los estados de la red. El porcentaje de células coactivas en
varios estados se muestra en la figura 20E. El analisis jerarquico de grupos nos
reveld la existencia de células que pertenecen a diferentes grupos y que
participan en distintos estados del sistema (Figura 21F). De manera interesante,
después de la activacion de los receptores muscarinicos, los grupos de
neuronas que sostienen cada estado fueron divididos en subgrupos, lo cual
generd un mayor numero de rutas entre los diferentes estados. Esto sugiere que
el microcircuito neoestriatal puede adquirir la propiedad de “sincronia distribuida”
después de la activacion del sistema colinérgico (Levy et al. 2001). El
incremento del tono colinérgico también produjo que mas elementos fueran
compartidos por varios estados (Figura 21E; 22 + 2% de neuronas compartidas)
a comparacién de la condicion generada por la aplicacion de NMDA (12 + 2% de

neuronas compartidas; Figura 14E).

Estos experimentos demuestran que, bajo ciertas condiciones, la
activacion de los receptores muscarinicos genera un cambio fundamental en la
dinamica de la red neoestriatal. Se promueve un incremento en el nivel de
sincronia de la red asi como la creacidn de nuevas rutas entre los estados del

sistema. Los cambios observados en la dinamica de la red podrian ser



interpretados tedricamente como un incremento en la capacidad de almacenar y
combinar la informacion codificada en la actividad celular, lo cual ha sido
relacionado con procesos de memoria (Hammer, 2003; Luczak et al. 2007;
Roudii y Latham, 2007), o con la habilidad de cambiar con mayor facilidad entre
diferentes estados de la red que podrian estar asociados con funciones

especificas (Barnes et al. 2005).

Nuestra siguiente pregunta fue investigar si las rutas establecidas entre
los distintos estados de la red seguian trayectorias especificas, es decir, si los
ensambles neuronales podian disparar de manera ciclica o recursiva. Esto
representaria la formacién de ensambles neuronales como los propuestos por
Hebb para una red neuronal recurrente capaz de guardar distintos trazos de

memoria (Abeles, 2003; Hammer, 2003; Hebb, 1949; Levy et al. 2001).

El incremento de la actividad colinérgica promueve la organizacién de los
ensambles neuronales en ciclos cerrados recursivos

Las figuras 22A1-3 muestran los patrones de actividad inducidos durante
diferentes condiciones farmacoldgicas. La activacion alternada entre los vectores
que representan la dinamica de la red fue observada durante la aplicacion de
eserina 0 muscarina en la perfusion (n=11/15 rebanadas; ver Figura 22). El uso
de LLE nos permitio distinguir un incremento en la generacion de rutas alternas
o ciclos cerrados de actividad durante la activacién del sistema colinérgico, a

diferencia de la condicion control con NMDA (Figuras 22B1-3). Debido a que el



curso temporal seguido por las transiciones entre los diferentes estados de la
red parecia exhibir trayectorias repetidas a través del tiempo, construimos
‘enunciados” entre las transiciones de los estados, para seguir la evolucion de
las rutas formadas a lo largo del tiempo. (Figuras 22C1-3; numeros negros).
Cada enunciado fue construido como una secuencia formada por la transicién
entre los diferentes estados de la red a través del tiempo (Lee y Wilson, 2002).
Una vez obtenidos, analizamos los enunciados buscando trayectorias o ciclos
cerrados. Cada ciclo cerrado, que empieza y termina en el mismo punto, forma
una “palabra” (secuencia de numeros; e.g. “14321”7), dichas palabras se
encuentran embebidas en los enunciados que describen cada experimento.
Secuencias parecidas en la activacion de grupos neuronales han sido asociadas
con trazos de memoria que representan una funcion especifica (Kim et al. 2007).
Las mismas secuencias pueden ser encontradas durante diferentes episodios y
pueden estar comprimidas o expandidas en el tiempo (lkegaya et al. 2004; Lee y

Wilson, 2002).

En nuestra representacion, cada palabra esta representada como una
secuencia de numeros del mismo color. Las palabras del mismo color denotan
secuencias similares, las cuales pueden empezar en puntos diferentes, pero una
vez que comienzan siempre siguen, exactamente, el mismo recorrido. De esta
forma identificamos cédigos de secuencias en la red neoestriatal. Encontramos
que algunas secuencias se repetian después de varios minutos (e.g. Figura

22C2:“13241" y “241327; Figura 22C3: “2412" y “12417).



Para visualizar claramente las rutas formadas por las transiciones de los
estados de la red utilizamos métodos analiticos tomados de la Teoria de
Graficas (Diestel, 2005). Cada estado pudo entonces ser representado como el
vértice de una gréfica dirigida (graficas isomorficas dirigidas o “digrafos”; ver
Métodos), y cada trayectoria puede ser representada como un segmento dirigido
en la grafica correspondiente (Figura 22D). De acuerdo a ello dos graficas
dirigidas G y H, son isomorficas si es posible encontrar una funcién a:Ve—Vy tal
que cada vértice de G tenga una correspondencia unica con cada vértice de la
grafica H. Las graficas isomoérficas tienen las mismas propiedades tedricas vy
pueden generar las mismas figuras planas (Diestel, 2005). De esta forma
representamos los segmentos formados por las transiciones entre estados como
graficas dirigidas identificadas con su palabra correspondiente. Las graficas
dirigidas pueden ser a su vez representadas por una matriz adyacente (Figura
23). La representacion de dichas graficas como matrices permite estudiarlas a

través de métodos empleados en el algebra lineal.

Desde hace mas de 50 afos, los ciclos cerrados han sido propuestos en
muchas ocasiones como el mecanismo que permite el almacenamiento de
trazos de memoria en una red neuronal; la formacién de estas rutas debe
representar la manera mas eficiente para seguir un camino dado para dicha

actividad (Hebb, 1949; Lorente de No, 1938).



A1 NMDA A2 NMDA + eserina A3 NMDA + muscarina
o o 100 -
2 3 S
] E = ! E = 80 P
fz S iz S @ E
7] 5 ) 5 60 § 7]
B8 3 i ¢ 5
o s 7 08 > 4] 8
: 2 B
e & 20
10 20 30 40 50 20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
vector i (t) vector i (t) vector i (t)
B1 B2 B3
50% ] 25% 31
i /'_‘\ 50% 21
o 3y 1 21
1{ % 1] Ne®
™ Q Y edo 1 N 9 A e® a1
Wy . @ W] [sxe 1 3 ” w
edo 0, 04
| @ © = 3 s 9 o e@ 18%
43 \T R\ SRS PE- oy
9 67% edo2  ODazy, 2] 9\.._‘\“_:—‘_,@ 9\)23% 2]
17% 50%
2 -1 0 1 2 2 A 0 1 2 4 3 2 - 3
LLEET LLE 1 LLE 1
C1 C2
1231 31 323 121_34343131324143_3121212_31241323 1.121343_12424232412_121421241
- 31324143 ! 1241
1231 3 1241 42412
3 - ° o0 ® o 13241 24132 232412 1421241
* N
H. ! *
i TR Y =
B 2 Py &
@ i % ' w
,'I ; :I ¢
1 o o4
2 4 B8 8 10 12 14 10 20 30 40 10 20 30 40 50
pico i (t) pico i ( pico i (t)
D1 D2
; aVGHVH aVGI—)VH %E
a:VG~I—) VH 13241 232412
b = 24132 0.02%
Vi BV, 13241 24132 0.33%
d L bW 1 3
Vg Vs 1231 /*P
0 /
V4 ..A
4
* 2 1241
071%  0.004% 0.008% 2.31% 015%  198% 063% 001%



Figura 22. Organizacion de ciclos cerrados de actividad recursiva.

A: indices de similitud de los vectores que representan la dinamica de la red bajo diferentes
condiciones experimentales. B: Trayectorias seguidas por la dinamica de la red en las
mismas condiciones mostradas arriba. La presencia de eserina 0 muscarina genera rutas
alternas en las trayectorias seguidas por los diferentes estados. C: Transiciones entre
estados en las mismas condiciones experimentales mostradas anteriormente. Los numeros
negros indican el enunciado de cada experimento, en los cuales es posible observar ciclos
cerrados de actividad recursiva. El mismo color representa un ciclo que sigue exactamente el
mismo recorrido pero que puede empezar en un punto distinto. La activacion del sistema
colinérgico aumenta el numero de ciclos y la coexistencia de varias rutas. D: Graficas
isomorficas dirigidas de las transiciones entre los estados de la red en las mismas
condiciones experimentales. Algunos ciclos pueden iniciar su actividad en puntos diferentes,
sin embargo la trayectoria sigue los mismos pasos. Los asteriscos indican el punto de inicio.

La probabilidad condicional de que ocurra un ciclo dado esta indicada en negro.

Por ello, unicamente analizamos las graficas dirigidas que formaran ciclos de
Hamilton o de Euler; los cuales representan la manera mas eficiente para
realizar un recorrido entre ciertos puntos (Figura 23). Las figuras 22D1-3
muestran las graficas dirigidas formadas después de la activacion del sistema
colinérgico. Es importante resaltar que durante el tratamiento con eserina o
muscarina, la mayoria de los ciclos se encuentran sobrelapados, es decir, varios
ciclos pequeinos se combinan para formar ciclos mas complejos siguiendo reglas
especificas de composicion (n=35/50 videos; Figuras 22C2 y C3; Figura 24), lo
cual demuestra que después de la activacion del sistema colinérgico los
ensambles neuronales del microcircuito neoestriatal adquieren propiedades de

composicion, lo que les permite formar arreglos complejos a partir de médulos o



unidades elementales (“‘composicionalidad”) (Bienenstock y Geman, 1995;

Hammer, 2003).
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Figura 23. Propiedades matematicas de las trayectorias que siguen ciclos cerrados.

A: En rojo se muestra un ciclo Hamiltoniano compuesto por cuatro vértices. La matriz
adyacente de dicho ciclo es H. Es importante resaltar que la matriz H elevada al cuadrado y al
cubo también genera ciclos Hamiltonianos. H elevada al numero de vértices que contiene la
grafica dirigida da como resultado la matriz identidad. Un grupo formado por dichos
elementos se conoce como Grupo ciclico y el elemento H recibe el nombre de generador del
grupo. B: En azul se muestra un ciclo de Euler. La caracteristica principal de los ciclos de
Euler es que la suma de los elementos de la columna i es igual a la suma de los elementos

del renglén i (letras del mismo color).
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Figura 24. Cambio en la dinamica de la red mediado por la activacién de los receptores
muscarinicos. La figura representa el mismo experimento mostrado en la figura 22A1, B1, C1

D1; mostrando el efecto de la aplicacién de muscarina sobre la dindmica de la red. A: indices
de similitud de los vectores que representan la dinamica de la red en diferentes condiciones
experimentales. Es importante resaltar el cambio en la dinamica debido a la activacion de los
receptores muscarinicos (actividad recurrente). B: Reduccion multidimensional de los
vectores que representan los estados de la red. C: Transiciones de estado a través del
tiempo. Las lineas verticales separan diferentes condiciones experimentales. Sélo el ultimo
periodo representa la condiciéon de NMDA + muscarina. Existe un incremento en el nimero de

ciclos y la composicién de ciclos mas complejos durante la aplicacion de muscarina.

D: Graficas isomorficas dirigidas de los ciclos de actividad mostrados en C.



El incremento del tono colinérgico induce la propiedad de composicion en
los ensambles neuronales del neoestriado

La propiedad de composicion es un tema central en el estudio de los procesos
cognitivos. Esta se refiere a la capacidad de cualquier sistema para construir
representaciones complejas organizadas jerarquicamente a partir de elementos
basicos y reglas especificas de composicion (Bienenstock y Geman, 1995;
Hammer, 2003). Existen muchos sistemas que pueden ser explicados a partir de
sus propiedades de composicion, como el lenguaje, que a partir de 27 letras y
unos cuantos signos puede formar un infinito numero de composiciones tales
como novelas y cuentos, como los habitos que determinan nuestra vida
cotidiana y que estan formados por la composicion de varias rutinas
elementales, etc. (Bienenstock y Geman, 1995). La organizacion de los
ensambles neuronales en jerarquias modulares es uno de los requisitos para
poder guardar y utilizar cualquier tipo de informacién compuesta (Hammer,
2003). Dicha organizacion, permitiria la representacion de diversos objetos o
tareas por medio de la composicion de sus partes elementales (Abeles, 2003;
Bienenstock y Geman, 1995; Grillner, 2006). Nos dimos a la tarea de encontrar
alguna evidencia que nos permitiera demostrar que el microcircuito estriatal es
capaz de organizarse de esta manera. Utilizando algoritmos de agrupamiento
conceptual jerarquico basados en graficas (Jonyer et al. 2001), mostramos que
los ciclos cerrados de actividad que aparecen en el estriado pueden ser
descompuestos en unidades mas pequefias las cuales representarian los

modulos elementales (o “atomos semanticos”) para generar la dinamica de red



(Abeles et al. 2003; Hebb, 1949). La figura 25 ilustra el diagrama de
organizacion jerarquica de algunos ciclos de actividad representativos
encontrados en el microcircuito. En el presente trabajo llamamos a estos ciclos
“ciclos desplegables” (en inglés: “cyclic folds”), debido a que constituyen ciclos
modulares que se despliegan o repliegan para formar, transitoriamente, ciclos

mas complejos.

.

Figura 25. Organizaciéon jerarquica y reglas de composicion en los ciclos cerrados del
microcircuito neoestriatal.

La figura muestra el diagrama de clasificacion generado por un algoritmo de agrupamiento
jerarquico basado en teoria de gréficas. Las unidades mas pequenas componen el primer
nivel del diagrama, la restriccion en este primer nivel es que la rutas formen ciclos
Hamiltonianos. Cada punto representa un estado de la red, las flechas indican la transicion
entre estados. Los siguientes niveles estan compuestos por las unidades bdésicas, que
unicamente pueden combinarse para generar ciclos de Euler. Existen reglas especificas de
composicién para formar un ciclo cerrado, lo cual implica que no todas las combinaciones de

elementos pueden componer una entidad valida (ciclos de Hamilton o de Euler).



Dichos ciclos siguen ciertas reglas de composicion, lo cual significa que
no es posible unir cualesquiera para formar un ciclo mas complejo. Es
importante resaltar que la coactivacion de varios ciclos representaria una entidad
semantica mas compleja. Noétese que la existencia de pequefias unidades
elementales permite la composicion de muchos otros ciclos a través de
diferentes rutas (lineas punteadas). La coexistencia de varios de estos ciclos nos
sugiri6 que los ensambles neuronales estriatales podrian tener la capacidad de
realizar procesamiento en paralelo, es decir varias tareas al mismo tiempo. De
esta forma, la actividad que se lleva a cabo en un nivel de fondo en el sistema
podria ser capaz de iniciar la ejecucion de alguna tarea especifica (Abeles,
2003), dotando a los ensambles neuronales con la propiedad de “cebado” (en

inglés: “priming”).

Propiedad de priming en los ciclos cerrados neoestriatales

La propiedad de priming se refiere, por ejemplo, a la capacidad de formar una
representacion mental completa con base en una pequefa parte de dicha
representacion. Supongamos que nos encontramos en una conferencia que
habla del uso de teoria de graficas para la aplicacion en neurociencias, y en la
primera diapositiva aparece el titulo “Teoria de gra cas para la aplicacién en
neurociencias”, automaticamente damos por hecho que faltan dos letras para
formar la palabra “graficas”, a eso se refiere la propiedad de priming: con
informacion parcial podemos adquirir la representacién completa del objeto o

rutina.



Debido a que las transiciones secuenciales entre los estados de la red
siguen ciclos cerrados recursivos (tal como “14231”), la actividad de los
ensambles neuronales sugeria fuertemente la existencia de mecanismos que
determinaban relaciones especificas en el disparo de las células que formaban
los diferentes estados. Esta forma de organizacién deberia tender a la activacién
selectiva de las mismas secuencias a través del tiempo (Dragoi y Buzsaki, 2005;

Harris, 2005).

Para investigar si los ensambles neuronales del estriado tenian la
propiedad de priming buscamos en la actividad no sincronizada de células
individuales la posible aparicion de las secuencias formadas por los picos de
sincronia. Si fuera posible encontrar las mismas secuencias antes de que
aparecieran de manera sincrénica en un vector neuronal significaria que existe
una preactivacién organizada de los grupos neuronales que formaran, en un
momento dado, la dinamica explicita del sistema. La figura 26 muestra la
existencia de ciclos cerrados observados en la actividad de células unicas
desincronizadas; antes de aparecer en un pico de sincronia estadisticamente
significativo. Es interesante resaltar que dichas secuencias pueden estar
expandidas o comprimidas en el tiempo (lkegaya et al. 2004; Lee y Wilson,
2002). Lo cual demuestra que la activacion del sistema colinérgico habilita a los
ensambles neuronales del estriado con la capacidad de realizar el
procesamiento paralelo de la informacién, una condicibn necesaria para

cualquier proceso que implique funciones de memoria.
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Figura 26. Procesamiento en bajo nivel realizado por ensambles neuronales.

A: Transiciones de estado mostradas en la figura 22C3. La linea punteada representa el
segmento utilizado para buscar la propiedad de priming en los ciclos cerrados de
actividad recurrente. B: Registros de calcio de células individuales que pertenecen a los
ciclos mostrados en la linea punteada de A. Los colores indican células que pertenecen a
diferentes estados. Estado 1: rojo. Estado 2: Azul. Estado 4: Naranja. Existen secuencias
anticipadas que apareceran en el siguiente video exactamente en el mismo orden. Para
buscar las secuencias en células individuales utilizamos el comienzo de las sefiales de
calcio (flechas) las cuales indican el estado al que pertenece la célula y que formara el
enunciado del experimento (nUmeros negros). Las secuencias “2142”, “1421” y “1241”
aparecen como en las transiciones de estado de los picos 37 a 49. Estas palabras fueron

encontradas antes de que las células sean reclutadas en los patrones sincrénicos.

De hecho, los ciclos mostrados en la figura 26B no aparecen en los picos
de sincronia (lineas punteadas en la figura 26A) sino hasta 10 minutos después.

Este hallazgo implica que la actividad reverberante es capaz de sincronizar y



desincronizar a los ensambles neuronales a lo largo del tiempo, permitiendo la
aparicion de las mismas secuencias durante las transiciones de estados, las
cuales dependen de la actividad pasada de la red. Ha sido propuesto que el
procesamiento en paralelo de diversas funciones llevadas a cabo por un
microcircuito neuronal puede ser un mecanismo de gran utilidad para prevenir el
malfuncionamiento del sistema durante condiciones patolégicas (Hebb, 1949),

debido a la creacién de rutas alternas que generan actividad redundante.

Cambio en la zona de conductancia con pendiente negativa producido por
la activacion de los receptores muscarinicos

Nuestra siguiente pregunta consistié en investigar algun mecanismo que pudiera
estar relacionado con las propiedades generadas por la activacion del sistema
colinérgico en el microcircuito neoestriatal. Debido a que como mostramos
anteriormente, la activacion de los receptores muscarinicos induce un
incremento en la zona de conductancia con pendiente negativa producida por la
activacion de los receptores NMDA, decidimos estudiar la contribucién de las
propiedades intrinsecas de las neuronas en la sincronizaciéon del microcircuito

neoestriatal.

La activacion de los receptores a NMDA habilita a las neuronas con una
gran variedad de propiedades no lineales. Dichas propiedades no lineales
facilitan las operaciones en las redes neuronales y estan relacionadas con

procesos de memoria (lzhikevich, 2007). En las neuronas espinosas medianas,



la activacion de los receptores NMDA produce una zona de conductancia con
pendiente negativa en la relacion corriente voltaje medida en la configuracion de
fijacion de voltaje (Figuras 27B y C). Debido a que el sistema colinérgico
modula la actividad de los receptores NMDA en el neoestriado (Calabresi et al.
1998), decidimos investigar la modulacion muscarinica sobre la zona de

conductancia con pendiente negativa.

Como se menciond con anterioridad, la activacion de los receptores
muscarinicos incrementa la conductancia con pendiente negativa inducida por la
aplicacion de NMDA en la perfusion (Figura 27C; ver Schiller y Schiller, 2001).
Este cambio se refleja como un incremento en la excitacion de las neuronas
espinosas medianas. De hecho, la despolarizacion inducida por un comando de
corriente es capaz de producir la inactivacion de los potenciales de accidon
generados en las neuronas espinosas medianas (Figura 27D). Incluso en los
estados activos espontaneos, la activacidon de los receptores muscarinicos
inactiva los potenciales de accion (Figura 19A). La activacion del sistema
colinérgico ha sido propuesta como indispensable para realizar cualquier
proceso involucrado con la memoria (Pisani et al. 2007; Jensen et al. 2007), sin
embargo, las propiedades intrinsecas que generan este comportamiento no han
recibido mucha atencién. Por lo tanto nuestro siguiente paso fue investigar las
corrientes idnicas, moduladas por el sistema colinérgico, que promueven el
incremento en la zona de conductancia con pendiente negativa generada por la

activacion de los receptores a NMDA.
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negativa en las neuronas espinosas medianas.

A: Registros en fijacion de corriente representativos de una neurona espinosa mediana.

B: Respuestas de corriente ante comandos de voltaje en diferentes condiciones
farmacoldgicas. Existe un bloqueo del rectificador entrante asi como una activacion de una
corriente entrante persistente.

C: Relaciones corriente-voltaje en el estado estable de los trazos mostrados en B. La
activacion de los receptores NMDA genera una zona de conductancia con pendiente
negativa. La activacién de los receptores muscarinicos incrementa la zona de conductancia
con pendiente negativa y reduce la corriente de potasio del rectificador entrante (flecha).

D: Respuestas de voltaje a un comando de corriente en forma de rampa triangular en
diferentes condiciones experimentales. Existe un incremento en la despolarizacion y en la
frecuencia de disparo inducido por NMDA. La activacién de los receptores muscarinicos
provoca una despolarizacién mayor que es capaz de inactivar los potenciales de accion

induciendo oscilaciones de alta frecuencia en el potencial de membrana.



Corrientes entrantes que mantienen la conductancia con pendiente
negativa generada por la modulacion muscarinica
Para investigar los mecanismos intrinsecos que promueven la facilitacion de la
zona de conductancia con pendiente negativa inducida por la modulacion
muscarinica, realizamos experimentos en la configuracion de fijacion de voltaje,
en neuronas espinosas medianas bajo diferentes condiciones farmacoldgicas.
Utilizamos comandos cuadrados o rampas de voltaje para obtener la relacion
corriente voltaje en el estado estable.

Figura 28. La activacion de los receptores
e control P4 muscarinicos reduce el rectificador
200 - + muscarina = entrante en las neuronas espinosas
| medianas.

La figura muestra la relacién corriente-

voltaje en el estado estable de una

Corriente (pA)

neurona espinosa mediana. La activacion
de los receptores muscarinicos

Unicamente reduce la rectificacion entrante

sin generar una zona de conductancia con

-120 -100 -80 -60 -40
Voltaje (mV)

pendiente negativa.

La activacion de los receptores muscarinicos en condiciones control bloquea la
corriente de potasio debida al rectificador entrante en las neuronas espinosas
medianas (Figueroa et al. 2002; Galarraga et al. 1999; Shen et al. 2007) sin
embargo, no genera una zona de conductancia con pendiente negativa (n=10
células; Figura 28). Para probar que la modulacion muscarinica de la zona de

conductancia con pendiente negativa inducida por NMDA no esta generada por



un efecto indirecto utilizamos un antagonista muscarinico (atropina) en presencia
de NMDA y muscarina. El bloqueo de los receptores muscarinicos con atropina
revirtio el efecto de la muscarina en la zona de conductancia con pendiente

negativa (n=12 células; Figura 29B).

Para investigar la participacién de una corriente de sodio persistente en la
zona de conductancia con pendiente negativa utilizamos veratridina, la cual
incrementa las corrientes de sodio si estas estan presentes (Hsiao et al. 1998;
Leibowitz et al. 1986; Sutro, 1986, Tian et al. 1995). La veratridina produjo un
aumento en la conductancia con pendiente negativa generada por la aplicacién
de NMDA, lo que es indicativo de la participacion de las corrientes de sodio en la
misma (n=8 células; Figura 29C). Para confirmar la participacion de la corriente
de sodio en la modulacion muscarinica de la zona de conductancia con
pendiente negativa, utilizamos un bloqueador de dicha corriente (vinpocetina
50uM) en la presencia de NMDA y muscarina. Esta maniobra revirtio la
facilitacion de la conductancia con pendiente negativa producida por la
muscarina, demostrando que la activacion de los receptores muscarinicos
modula la corriente de sodio en las neuronas espinosas medianas (n=12 células;
Figura 29D). La aplicacion de bloqueadores de la corriente de sodio persistente
no provoco ningun cambio en la zona de conductancia con pendiente negativa

en presencia de NMDA, muscarina y atropina (n=6 células).



Ya se sabe que los canales de calcio participan en la generacién de la

zona de conductancia con pendiente negativa inducida por NMDA en las

neuronas espinosas medianas (Vergara et al. 2003).
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Figura 29. Corrientes entrantes que participan en la zona de conductancia con pendiente
negativa inducida por la aplicacion de NMDA y la modulacién muscarinica. A: La activacion
de los receptores muscarinicos incrementa la zona de conductancia con pendiente negativa
inducida por NMDA en las neuronas espinosas medianas. B: La modulacién muscarinica es
reversible ya que es bloqueada por atropina. C: El incremento en la corriente de sodio
persistente facilita la zona de conductancia con pendiente negativa inducida por NMDA.

D: El bloqueo de la corriente de sodio persistente revierte el incremento en la zona de
conductancia con pendiente negativa inducido por la activacién de los receptores
muscarinicos. Lo cual demuestra la modulacién muscarinica de la corriente de sodio
persistente en las neuronas espinosas medianas. E: En contraste con la dopamina, el
aumento en la conductancia con pendiente negativa inducido por la activacion de los
receptores muscarinicos no es debido a corrientes de calcio. El bloqueo de las corrientes de
calcio con cadmio no bloquea completamente la zona de conductancia con pendiente
negativa. F: La adicién de cadmio en presencia de NMDA, muscarina y TTX bloquea
completamente la zona de conductancia con pendiente negativa. La participacion de otra
corriente en el incremento de la zona de conductancia con pendiente negativa queda

descartada.

La zona de conductancia con pendiente negativa inducida por NMDA vy
muscarina se redujo al bloquear las corrientes de calcio con cadmio (100 yM) en
todas las células probadas (n=7 células; Figura 29E), lo cual nos sugirio la
participacion de varios componentes en la zona de conductancia con pendiente
negativa. Finalmente, para eliminar la participacion de otra corriente en la zona
de conductancia con pendiente negativa, afiadimos cadmio en presencia de
NMDA, muscarina y bloqueadores de la corriente de sodio persistente. Bajo
estas condiciones la zona de conductancia con pendiente negativa fue
bloqueada completamente (n=6 células; Figura 29F). La presencia de cadmio en
el medio de perfusion también bloqued completamente la zona de conductancia

con pendiente negativa en presencia de NMDA, muscarina y atropina.



Estos experimentos demuestran la participacion de dos componentes
principales en la zona de conductancia con pendiente negativa; uno mediado por
canales de calcio que es independiente de la modulacion muscarinica, y otro
mediado por la corriente de sodio persistente el cual es el blanco de la
modulacién muscarinica presentada en este trabajo. El cambio en la zona de
conductancia con pendiente negativa mediado por la corriente de sodio
persistente podria también estar implicado en el cambio de la actividad de la red
del microcircuito neoestriatal que mostramos con anterioridad. Por lo tanto con la
siguiente serie de experimentos investigamos la repercusién del bloqueo de la
corriente de sodio persistente en la modulacidon muscarinica del comportamiento

de red en el microcircuito neoestriatal.

El bloqueo de la corriente de sodio persistente revierte el incremento en la
sincronia generado por la modulacion muscarinica

El surgimiento de grupos de neuronas que disparan de manera sincrénica es
una caracteristica que demuestra dinamicas de red (Carrillo-Reid et al. 2008;
Cossart et al. 2003; Harris, 2005). La activacion de los receptores NMDA
produce una actividad sincronizada y recurrente en el microcircuito neoestriatal.
La activacibn de los receptores muscarinicos incrementa la zona de
conductancia con pendiente negativa inducida por NMDA en las neuronas
espinosas medianas lo cual se ve reflejado como un aumento en la sincronia de
la red (Carrillo-Reid et al. 2008; Vergara et al. 2003). Utilizando imagenes de

calcio demostramos que la activacion del sistema colinérgico incrementa el



numero de picos de actividad sincronica en el neoestriado (n=20 rebanadas;
P<0.01; Figura 30). El aumento en la sincronia de la red estd mediado por el
sistema colinérgico debido a que el bloqueo de los receptores muscarinicos con
atropina desincroniza la red regresandola a las condiciones iniciales (n=12

rebanadas; Figura 30).
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Figura 30. La corriente de sodio persistente participa en el aumento de sincronia inducido
por el sistema colinérgico.

La figura muestra la normalizacion del nimero de picos por periodo en diferentes
condiciones farmacoldgicas. Cada barra representa la normalizacion del nimero de picos
por periodo tomando la condicion de NMDA como control (100%). Los asteriscos indican la
existencia de una diferencia significativa con respecto a la condicién de NMDA (P < 0.01).
El bloqueo de la corriente de sodio persistente revierte el incremento en la sincronia

inducido por la activacion del sistema colinérgico.



El bloqueo de la corriente de sodio persistente revierte el incremento en la
zona de conductancia con pendiente negativa a las condiciones iniciales. Por lo
tanto, para investigar el papel de la corriente de sodio persistente en la
sincronizacion de la red generada por la activacion del sistema colinérgico,
utilizamos distintos bloqueadores de dicha corriente (fenitoina 50uM o riluzole 50
MM, ademas de la ya mencionada vinpocetina). Bajo estas condiciones el
incremento en la sincronia producido por la activacion de los receptores
muscarinicos fue suprimido (n=8 rebanadas; Figura 30). Estos experimentos
nos demostraron que la corriente de sodio persistente modulada por el sistema
colinérgico es un factor intrinseco fundamental en el incremento de la sincronia

en el microcircuito neoestriatal.

Dinamica de la red en rebanadas de animales hemiparkinsonianos

Para estudiar la dinamica de la red neoestriatal en un modelo de la enfermedad
de Parkinson, obtuvimos rebanadas de ratas lesionadas unilateralmente con 6-
hydroxi-dopamina (6-OHDA) en la substantia nigra pars compacta. Bajo estas
condiciones existe un incremento dramatico en la actividad de la red neoestriatal
sin afadir ningun tipo de agonista ni utilizar estimulos eléctricos. Encontramos
un incremento, tanto en el numero de células activas como en el numero de
células correlacionadas con respecto a las condiciones mostradas anteriormente
(control, NMDA, NMDA + muscarina). La reduccion dimensional de la actividad
global del neoestriado denervado nos mostré la existencia de un estado

dominante (Figura 31B). Es decir, existe una gran probabilidad de permanecer



en dicho estado (parecido a lo encontrado al bloquear la inhibicion GABAérgica,

Figura 15, ver arriba).
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Figura 31. Dinamica del microcircuito neoestriatal en rebanadas de animales
hemiparkinsonianos.

A: Matriz de los indices de similitud de una rebanada representativa de una rata tratada con
6-OHDA (sin farmacos en el medio de perfusién). Nétese la recurrencia de estructuras
cuadriculadas a través del tiempo, lo cual indica la similitud entre diferentes vectores.

B: La reducciéon multidimensional de los estados de la red con LLE, muestra un estado
dominante (circulos azules) con una alta probabilidad de recurrencia.

C: Grafica del comportamiento global del microcircuito neoestriatal denervado. Los picos de
sincronia estan indicados con asteriscos. Los colores indican estados de la red diferentes.
Existe una sincronia incrementada y la preferencia por permanecer en un estado.

D: Mapa espacial que muestra los ensambles neuronales estriatales que mantienen los
diferentes estados. Escala: 100 ym.

E: Células coactivas en diferentes estados. Existe un incremento en la participacion de
algunas células en varios estados.

F: Ensambles neuronales encontrados por el analisis jerarquico de grupos. Es importante
resaltar la existencia de un ensamble central (core assembly) que participa en todos los

estados.

Las graficas de actividad global muestran el aumento en la frecuencia de
aparicion de los picos de sincronia con respecto a la condicidon control (Figura
31C) y aun respecto de la condicion con NMDA. Sin embargo, el numero de
picos de actividad sincronica es similar con respecto a la condicion de
NMDA+muscarina. La figura 31E muestra el porcentaje de células coactivas
entre diferentes estados. Es interesante resaltar el incremento en el porcentaje
de células coactivas con respecto a la condicion con NMDA pues en el caso del
tejido obtenido del animal lesionado no agregamos ningun estimulo, ni
farmacolégico ni eléctrico. Nuevamente, dicho porcentaje es similar al
encontrado en la condicidén de muscarina. El analisis jerarquico de grupos nos

mostro la existencia de diferentes grupos de neuronas que subyacen a los



diversos estados (Figura 31F). De manera interesante, el numero de neuronas
compartidas por todos los estados de la red (“‘core assembly”) es similar en el
estriado denervado de dopamina y en la condicion de NMDA (8 + 2% de las

células que participan en los picos de sincronia).

Estos experimentos demuestran que es posible estudiar en un modelo in
vitro el efecto de diferentes neurotransmisores sobre la actividad del
microcircuito neoestriatal. Utilizando diferentes analisis matematicos es posible
encontrar diferencias significativas entre diversas condiciones farmacoldgicas y
un modelo de la enfermedad de Parkinson, lo cual abre una nueva linea de
investigacion para probar farmacos que regresen la actividad de la red a un

estado semejante al control.



DISCUSION

En el presente trabajo de tesis demostramos que una rebanada de tejido
cerebral aislado tiene las conexiones necesarias para transformar una entrada
tonica excitadora en una actividad secuencial y recurrente de grupos de células
sincronizadas que muestran las caracteristicas de los ensambles neuronales
propuestos por Hebb, asi como de algunas propiedades de microcircuitos
presentes desde el nacimiento (CPGs) (Grillner, 2006). El neoestriado es
reconocido por los electrofisiélogos sistémicos como un “nucleo silente”, es
decir, que presenta muy baja actividad basal, en condiciones normales o control.
Sin embargo, la estimulacion cortical o la aplicacion de NMDA inducen actividad
en rafagas de potenciales de accion en varias células simultdneamente aunque
se encuentren anatdomicamente dispersas. Los ensambles neuronales generan
diferentes estados funcionales que alternan su actividad; a semejanza de los

CPGs (Carrillo-Reid et al. 2008; Grillner, 2006).

La generacion de los patrones de actividad durante los estados
funcionales depende de los mecanismos sinapticos e intrinsecos de las
neuronas del microcircuito neoestriatal. La actividad de los ensambles
neuronales esta orquestada por un grupo ensamble central de neuronas
compartidas (core assembly) formado principalmente por interneuronas

GABAérgicas.



En resumen, este trabajo demuestra que se puede observar la dinamica
generada por la red en el microcircuito neoestriatal in vitro, identificando los
mecanismos basicos y algunos de los elementos involucrados. También
mostramos el efecto de diferentes condiciones experimentales sobre la actividad
de los ensambles neuronales, como la activacion del sistema colinérgico o la
generacion de un modelo animal de la enfermedad de Parkinson. Finalmente,
mostramos que la modulacién muscarinica de la corriente de sodio persistente
podria representar una solucion terapéutica para contrarrestar el incremento en

la sincronia de los ensambles neuronales del microcircuito neoestriatal.

La forma en que se establecen las conexiones y el efecto de la
modulacién de diferentes neurotransmisores en la dinamica de la red aun
requieren ser investigados con detalle, ya que podrian revelar los principios
basicos que regulan el funcionamiento del microcircuito neoestriatal. Estos
hallazgos abren la posibilidad de comenzar a entender el vinculo entre la
actividad neuronal y las funciones realizadas por nucleos especificos del

cerebro.

Transiciones del potencial de membrana en las neuronas neoestriatales

Tanto in vivo como in vitro las neuronas del neoestriado exhiben transiciones
espontaneas en el potencial de membrana que sostienen el disparo en rafagas.
Dichas transiciones ocurren entre un estado inactivo o hiperpolarizado (-80 mV)

y un estado activo o despolarizado (-55 mV) que puede presentar potenciales de



accion (Bargas et al. 1991; Carrillo-Reid et al. 2008; Wilson, 1993). Hasta el
presente trabajo, se desconocia totalmente como dichas transiciones reflejan la
actividad de la red y como es que se propagan a través del microcircuito
neoestriatal. Es probable que existan diferentes clases de oscilaciones en el
potencial de membrana, las cuales podrian estar asociadas con estados
funcionales diferentes como suefio o movimiento (Vautrelle et al. 2008). En el
trabajo presentado a lo largo de esta tesis utilizamos una entrada excitadora
tonica (NMDA) para inducir dichas transiciones debido a que ha sido mostrado
que la activacion de los receptores NMDA en el estriado (Ossowska, 1995) y en
otros microcircuitos (Guertin y Hounsgaard, 1998; Hsiao et al. 1998) produce
actividad neuronal relacionada directamente con el movimiento. De acuerdo con
ello, demostramos que la aplicacion de NMDA en el medio de perfusion induce
actividad correlacionada que evoluciona con el tiempo. En contraste con las
condiciones control en las cuales el estriado se encuentra casi silente con pocas
células activas y no correlacionadas, tanto la estimulacion cortical como la
entrada ténica excitadora producida por la exposicion a NMDA es capaz de
reclutar grupos de neuronas anatomicamente dispersos. En la condicion
experimental provocada por la aplicacion de NMDA, dichos grupos tienen una
dinamica espacio-temporal muy caracteristica, lo cual sugiere que el
microcircuito neoestriatal in vitro, preserva un conjunto de CPGs unitarios
(Grillner, 2006): conexiones con pesos sinapticos establecidos y neuronas
especializadas cumpliendo roles especificos. Esto significa que a pesar de que

muchas conexiones han sido cortadas al obtener las rebanadas, los



microcircuitos que permanecen aun mantienen las caracteristicas que podrian
encontrarse en mdédulos mayores de CPGs in vivo. Esta idea esta apoyada por
distintas evidencias en la corteza cerebral que demuestran la preservacion de
diferentes médulos a lo largo de varias escalas espaciales (Plenz y Thiagarajan,

2007).

Mecanismos que producen la dinamica de red en el microcircuito
neoestriatal

Las condiciones que generan la dinamica del microcircuito residen tanto en las
propiedades intrinsecas como en las propiedades sinapticas de las neuronas
neoestriatales. La entrada tonica producida por NMDA genera picos de actividad
sincrénica que surgen de la activacion recurrente de diversos ensambles
neuronales que alternan sus patrones de actividad formando secuencias que
siguen trayectorias determinadas. Estos resultados sugieren la presencia de
mecanismos robustos que mantienen y estabilizan la actividad de las células que

participan en la formacién de los ensambles neuronales.

En particular, la transmision glutamatérgica de tipo AMPA (proveniente de
otros nucleos) parece ser un requerimiento necesario para la activacion de la
dinamica de la red. De hecho, el numero de células activas disminuye
drasticamente cuando la transmision de tipo AMPA se encuentra bloqueada.
Debido a que todas las sinapsis glutamatérgicas en el neoestriado provienen de

aferencias corticales o talamicas, dichas aferencias podrian ser la fuente de la



entrada excitadora ténica (en condiciones fisioldgicas) que promueve la actividad
sincronica (Grillner et al. 1981). La interpretacion mas simple de estos resultados
es que las aferencias cortico-talamicas son esenciales para la aparicion de la
dinamica de red neoestriatal. Es decir, la actividad de red estd comandada por la
corteza o el talamo (Kasanetz et al. 2006; Magill et al. 2001). Sin embargo, aun
es necesario investigar mas sobre el papel que desempefan las aferencias
glutamatérgicas en la dinamica de red presentada en este trabajo. Es conocido
que la activacion de los receptores NMDA es suficiente para inducir un
comportamiento biestable en las neuronas espinosas medianas del neoestriado,
lo cual amplifica el efecto de la entrada tonica proveniente de las aferencias

glutamatérgicas (Schiller y Schiller, 2001; Vergara et al. 2003).

Por otro lado, patrones de actividad semejantes a los mostrados en el
presente trabajo solo han podido ser originados en la corteza cerebral prefrontal
por medio de la aplicacion de NMDA y agonistas dopaminérgicos (Tseng vy
O’Donnell, 2005). La sola presencia de NMDA en la corteza produce unicamente
una despolarizacion ténica de las neuronas sin generar oscilaciones
espontaneas en el potencial de membrana. Otra de las razones que indican que
la actividad observada en el estriado no es sélo un reflejo de los ensambles
neuronales corticales radica en que la mayoria de las aferencias han sido
destruidas en el momento de realizar las rebanadas (Parthasarathy y Graybiel,
1997). Sin embargo, no excluimos la posibilidad de que bajo ciertas condiciones

(con la activacidon del sistema dopaminérgico) los ensambles neuronales



corticales puedan comandar, o incluso generar, a los ensambles neuronales del
neoestriado. Por lo tanto los ensambles neuronales neoestriatales podrian
representar la actividad coordinada entre diferentes areas corticales; de manera
que una vez que se han formado los ensambles neuronales del neoestriado
Unicamente es necesario un comando cortical o sélo una parte del estimulo

original para activarlos nuevamente.

Ademas, nuestros datos muestran que el neoestriado no es unicamente
un seguidor de la actividad cortical. ElI papel de las conexiones dentro del
microcircuito neoestriatal pudo ser dilucidado gracias a la inhibicién de la
transmision GABAérgica rapida. El bloqueo de los receptores GABAA no solo
incrementd la actividad global de la red, sino que produjo un cambio en la
dinamica de las transiciones de estados en el microcircuito, generando un
estado preferido que “absorbié” a la mayoria de las neuronas en nuestra ventana
de observacion. Sin inhibicion, el microcircuito neoestriatal se engancha en un
estado dominante que ya no permite la alternancia entre diferentes estados. La
conclusion de estos resultados es que las conexiones inhibidoras pre-
establecidas en el microcircuito neoestriatal son las responsables de la
transformacion de los comandos corticales en secuencias de actividad
recurrente y alternante observadas en los ensambles neuronales del neoestriado
(Ossowska, 1995; Wickens y Oorschot, 2000). Aunado a ello, el bloqueo de los
canales de calcio de tipo L también interrumpe la actividad sincrénica en la red

neoestriatal. Lo cual confirma que las conductancias intrinsecas, al generar



potenciales plateau, pueden funcionar como ventanas temporales que permiten
la sincronizacion en una red neuronal (Carrillo-Reid et al. 2008; Kiehn, 2006;
Vergara et al. 2003; Yuste et al. 2005). Por lo tanto, la dinamica generada por la
red inducida por la activacion de los receptores a NMDA en el neoestriado
requiere la participacion de mecanismos sinapticos propios del microcircuito

estriatal.

Gracias a la combinacién de los registros electrofisioléogicos con las
sefales de calcio demostramos que la mayoria de las neuronas que participaban
en los ensambles neuronales eran neuronas espinosas medianas. Este hecho
fue confirmado a través de técnicas de inmunocitoquimica (Figura 34). Sin
embargo, un conjunto de las neuronas que participaban en todos los estados
funcionales (core assembly) tenian sefiales de calcio periddicas y presentaban el
disparo caracteristico de interneuronas GABAérgicas con propiedades
marcapaso (Berke et al. 2004; Plenz y Aertsen, 1996; Tepper et al. 2004). Este
tipo de interneuronas constituye del 2-5% de la poblacién total de las neuronas
estriatales (Bolam y Bennett, 1995), sorprendentemente formaron el 40% de las
neuronas del ensamble central, lo cual sugiere que dicho tipo de interneuronas
participan en la orquestacidon de los grupos neuronales que generan la dinamica
de red multiestable (Berke et al. 2004). Es importante resaltar que la actividad de
las neuronas marcapaso es una caracteristica fundamental hallada en los CPGs

(Grillner, 2006; Yuste et al. 2005).



Probables procesos de memoria originados por la asociacion de
ensambles neuronales

Un tema central para las neurociencias consiste en conocer la manera en la cual
las redes neuronales pueden almacenar informacién. Hebb (1949) propuso que
la actividad reverberante de grupos celulares llamados ensambles neuronales
podria funcionar como el sustrato de los trazos de memoria. Sin embargo, para
poder almacenar cualquier tipo de Informacion compleja, los ensambles
neuronales deberian tener la capacidad de formar jerarquias, es decir, pequefos
circuitos que al unirse podrian componer médulos con propiedades diferentes
(Bienenstock y Geman, 1995; Hammer, 2003). La composicion se refiere a la
propiedad de cualquier sistema de construir representaciones organizadas
jerarquicamente, en términos de mdédulos fundamentales y las relaciones que se
establecen entre ellos (Bienenstock y Geman, 1995). Un sistema de memoria
debe estar compuesto por modulos interconectados entre si; dicha estructura
modular podria ser la base del incremento combinatorio en las capacidades de

memoria en un sistema (Huyck, 2001).

De las dos hipotesis Hebbianas concernientes a los procesos de
memoria, unicamente la que se refiere a la plasticidad sinaptica de largo plazo
cuenta con un exhaustivo soporte experimental, gracias al trabajo
desencadenado en muchos laboratorios a raiz de los resultados de Bliss y Lomo
(1973). Sin embargo, la segunda hipotesis referente a la existencia de ciclos de

actividad reverberante formados por redes neuronales recurrentes — que serian



el verdadero trazo de la memoria (Hammer, 2003), y que son producto,
precisamente, de esa plasticidad sinaptica de largo plazo, unicamente ha sido
tratada indirectamente. En el presente trabajo, registramos microcircuitos
neuronales en el neoestriado in vitro, de manera directa y demostramos
claramente que las propiedades adscritas a los ensambles neuronales y
propuestas por Hebb estan presentes en el microcircuito. La metodologia
utilizada nos permitio seguir la actividad de varias neuronas con resolucién de
célula unica en un pequeno segmento de la red. Distintas dinamicas de red con
propiedades similares han sido registradas en la corteza y en otras estructuras
cerebrales (Cossart et al. 2003; Ikegaya et al. 2004). Sin embargo, los analisis
realizados en otros laboratorios no han demostrado directamente la existencia

de ensambles neuronales recurrentes con actividad alternante.

Construccidon de microcircuitos compuestos

Cualquier accion motora compleja puede ser descompuesta en un conjunto de
acciones motoras simples, hasta llegar a las unidades fundamentales
(Bienenstock y Geman, 1995; Grillner, 2006). Dichas unidades basicas pueden
ser recombinadas para generar una gran variedad de salidas (Grillner, 2006).
Las unidades fundamentales o los atomos semanticos (Abeles, 2003; Hebb,
1949), podrian ser equivalentes a los CPGs unitarios propuestos por Grillner,
esto es, grupos de neuronas con actividad recurrente que se encargan de los
comportamientos motores basicos en diferentes especies. El sistema nervioso

esta dotado con un numero determinado de CPGs unitarios los cuales pueden



ser reclutados de diversas formas para generar una gran cantidad de
comportamientos (Carrillo-Reid et al. 2008; Griliner, 2006). De forma interesante,
mientras la aplicacién de NMDA promueve la formacién de una dinamica de red
semejante a los CPGs unitarios (Carrillo-Reid et al. 2008b), la activacién del
sistema colinérgico habilita a los ensambles neuronales del estriado con
propiedades computacionales relacionadas con la composicion de secuencias

de actividad complejas (Bienenstock y Geman, 1995; Hammer, 2003).

La habilidad de los grupos neuronales para componer secuencias de
actividad sincronizadas y complejas es la principal diferencia entre los resultados
de este trabajo de tesis en comparaciéon con los hallazgos de otros grupos. La
actividad de las “synfire chains” reportadas por otros laboratorios estan basadas
en la activacion secuencial de células individuales (lkegaya et al. 2004); nuestros
resultados estan basados en el disparo secuencial de grupos de neuronas
sincronizados a lo largo del tiempo. Estos grupos neuronales forman ciclos de
actividad organizados jerarquicamente, los cuales pueden combinarse con otros
ciclos creando una actividad mas compleja que podria representar diferentes
niveles conceptuales. Incluso, dichos ciclos cerrados pueden repetirse a lo largo
del tiempo siguiendo exactamente las mismas secuencias, lo cual sugiere que el
sistema colinérgico habilita a la dinamica del microcircuito neoestriatal con varios
puntos semiestables que pueden representar trazos de memoria, dicha actividad
también difiere de la metaestabilidad reportada recientemente en redes

neuronales de la region CA3 del hipocampo (Sasaki et al. 2007).



Organizacion de ciclos cerrados de actividad recurrente

La demostracién del cambio secuencial y recurrente de la actividad sincronizada
a través de los estados de la red indica un mecanismo robusto entre diferentes
grupos neuronales. Estos grupos se encuentran dispersos anatémicamente
(Carrillo-Reid et al. 2008; Cossart et al. 2003; Hebb, 1949; |kegaya et al. 2004;
Lorente de No, 1938). La dinamica de red generada por la activacion del sistema
colinérgico puede ser observada en un pequeno segmento del neoestriado in
vitro. Incluso, la activacién recursiva de patrones de actividad espacio-
temporales que forman trayectorias cerradas fue propuesta al observar
preparaciones histolégicas del mismo tamafo que las preparaciones fisioldgicas
mostradas en este trabajo (Hebb, 1949; Lorente de No, 1938). A pesar de que
no pudimos encontrar una organizacion anatomica especifica para los
ensambles neuronales, ello no significa que no se encuentren estructurados.
Quiza su estructura espacial dependa de las proyecciones glutamatérgicas que
el estriado recibe tanto de la corteza cerebral como del talamo. Otra posible
explicacion de este aparente caos anatomico observado en los ensambles
neuronales podria ser la redundancia en la informacién de manera que si se
genera un dafo en alguna regidn especifica del nucleo, sea posible recuperar la
funcion gracias a que el procesamiento de la informacion se realizaba de
manera paralela en varios lugares anatomicamente dispersos. Debido a que las
técnicas para registrar varias células de manera simultanea con resolucion de
célula unica han sido desarrolladas recientemente (Cossart et al. 2003; Ikegaya

et al. 2004; Mao et al. 2001), no es tan sorprendente encontrar hasta ahora



todas estas propiedades computacionales en pequenos segmentos del tejido

cerebral en condiciones in vitro.

Mecanismos que sostienen la formacion de los ciclos cerrados
neoestriatales

Dinamicas de red que exhiben patrones de actividad secuenciales han sido
reportadas en animales jovenes (PD 13-22) y adultos (lkegaya et al. 2004; Lee y
Wilson, 2002); tanto in vivo como in vitro, lo cual demuestra que la actividad de
red es intrinseca a diversos nucleos y se preserva en un amplio rango de

edades (Carrillo-Reid et al. 2008).

Por otro lado, podria parecer que cualquier tratamiento que incrementara
la actividad global de la red neoestriatal podria provocar el mismo efecto
generado por la activacion del sistema colinérgico. Sin embargo, como
demostramos con anterioridad (Carrillo-Reid et al. 2008) el bloqueo de la
transmision GABAérgica rapida también incrementa la actividad global de la red,
sin afectar el disparo de las neuronas, mas produce diferencias dramaticas en
las transiciones de estado. Finalmente, el hecho de que los antagonistas
colinérgicos hayan revertido el incremento en la sincronia generado por la
activacion de los receptores muscarinicos demuestra que la modulacién

colinérgica de la actividad de la red se trata de un efecto especifico.



Las aferencias cortico-talamicas son esenciales para la aparicion de la
dinamica de red neoestriatal. En muchas condiciones los ensambles neuronales
corticales podrian comandar a los ensambles del neoestriado. Sin embargo,
podria ser que diferentes neurotransmisores sean capaces de cambiar las
capacidades del microcircuito por medio de la modulacion de factores
presinapticos e intrinsecos, de tal suerte que bajo ciertas circunstancias el
estriado podria comportarse sélo como un seguidor o un filtro de la actividad
cortical, pero en otras condiciones el estriado podria estar desacoplado de la

dinamica cortical generando actividad autonoma independiente de otros nucleos.

En el presente trabajo demostramos que la activacion del sistema
colinérgico promueve la formacion de patrones de actividad reverberante que
forman secuencias cerradas con una estructura modular y que estan
organizadas en jerarquias. La formacion de ciclos cerrados que se activan en
paralelo demuestra que los ensambles neuronales del neoestriado tienen la
propiedad de priming (Abeles, 2003). Todas estas propiedades han sido
propuestas tedricamente en la generacién de procesos de memoria, en el control
de movimientos y en la planeacion de comportamientos (Abeles, 2003; Beiser et
al. 1997; Harris, 2005; Hebb, 1949; Lewis et al. 2005; Roudi y Latham, 2007).
Resulta interesante que las propiedades descritas en el presente trabajo estén
generadas por un microcircuito que esta compuesto principalmente de neuronas

inhibitorias.



Corrientes idnicas involucradas en el comportamiento biestable

La corriente de sodio persistente esta asociada con diferentes comportamientos
motores tales como: los ritmos respiratorios (Pefia et al. 2004), el nado, la
masticacion, etc (Rekling y Feldman, 1997; Rekling y Laureen, 1989). Por otro
lado, también han sido reportadas propiedades biestables mediadas por
corrientes de calcio en distintas estructuras como el cerebelo (Llinas y Sugimori,
1980a, b), la substantia nigra pars reticulata (Ibafiez-Sandoval et al. 2007), la
meédula espinal (Guertin y Hounsgaard, 1998) y el neoestriado (Carrillo-Reid et

al. 2008; Vergara et al. 2003).

La activacion del sistema dopaminérgico ha sido asociada con procesos
de reforzamiento y mejoramiento en la ejecucion de diversas tareas (Schultz,
1994), mientras que la activacion del sistema colinérgico se asocia mas con
procesos de memoria y aprendizaje (Calabresi et al. 2000; Kim et al. 2007).
También es sabido que la dopamina reduce las corrientes de sodio persistentes
en la neuronas espinosas medianas (Cepeda, 1995) y que la muscarina por el
contrario reduce las corrientes de calcio en estas células (Perez-Rosello et al.

2005).

El hecho de que diferentes estados funcionales puedan ser manejados
por corrientes idnicas especificas, y que dichas corrientes estén moduladas por

neurotrasmisores distintos tiene implicaciones terapéuticas muy relevantes, ya



que crea la posibilidad de restaurar el flujo normal de la informacion en

condiciones patologicas por medio del uso de antagonistas selectivos.

Las corrientes de calcio y de sodio persistentes participan en la
generacion de la zona de conductancia con pendiente negativa en las neuronas
espinosas medianas. Sin embargo, debido a que la facilitacion de la
conductancia negativa producida por la activacion de los receptores
muscarinicos es bloqueada por bloqueadores de la corriente de sodio
persistente, las corrientes de calcio no juegan un papel determinante en los

efectos muscarinicos presentados en este trabajo.

Implicaciones funcionales y perspectivas

La actividad recurrente en rafagas de disparo que se alterna entre distintos
grupos de células es una caracteristica principal de los ensambles neuronales
que constituyen CPGs tanto in vivo como in vitro (Barnes et al. 2005; Grillner,
2006; |kegaya et al. 2004). La actividad sincronica de dichos moddulos tiene
propiedades en la dinamica de sistemas de puntos estables conocidos como
atractores (Cossart et al. 2003). Estos proveen una descripcién unificada para
explicar procesos de codificaciéon, almacenamiento y utilizacion de diversos
trazos de memoria. La reactivacion de los mismos grupos neuronales a traves
del tiempo sugiere la formacién de atractores en el microcircuito neoestriatal. La
formacion de los ensambles neuronales esta mediada por las conexiones

recurrentes que se establecen el circuito, ya sea a través del desarrollo o por



medio del aprendizaje. La dinamica de dichos microcircuitos puede ser

modificada por la accién de diferentes neurotrasmisores (Yuste et al. 2005).

Aparentemente, los microcircuitos con las caracteristicas presentadas en
el presente trabajo podrian ser el punto intermedio entre pequenas redes
funcionales y las capacidades globales del cerebro (Plenz y Thiagarajan, 2007).
Las anomalias en el funcionamiento de dichos microcircuitos provocan procesos
anormales en la sincronia de la red que estan asociados con distintas
enfermedades como la esquizofrenia o la enfermedad de Parkinson (Schnitzler y
Gross, 2005; Uhlhaas y Singer, 2006). Nuestros experimentos muestran que un
pedazo de tejido aislado, in vitro, puede presentar diferentes comportamientos

asociados con la accién de neurotransmisores especificos.

Mientras este trabajo tiene como objetivo principal extender nuestro
conocimiento acerca del funcionamiento normal del neoestriado, también puede
servir para entender la actividad del microcircuito en distintas condiciones
patolégicas, como demostramos con los experimentos realizados en el modelo
de la enfermedad de Parkinson. Es conocido que los niveles basales de
acetilcolina se incrementan durante la enfermedad de Parkinson y que diferentes
farmacos anticolinérgicos se usan frecuentemente en la clinica para el
tratamiento de dicha enfermedad (Pisan et al. 2007). Algunas teorias acerca de
la enfermedad de Parkinson también sugieren la aparicion de una sincronia

excesiva en los ganglios basales (Beiser et al. 1997), generada en parte por la



elevacion cronica del tono colinérgico producida por la falta de dopamina (Pisan
et al. 2007). La elevacion cronica de la sincronia causada por la sobre activacion
del sistema colinérgico podria ser la causa de la aparicion de un estado preferido
que se encuentra trabado, en los experimentos con animales
hemiparkinsonianos, lo cual limita la habilidad de los ensambles neuronales para
formar trayectorias y asociarse en modulos distintos, restringiendo las
capacidades de composicion (Levy et al. 2001). Sin duda, los procesos que
generan la dinamica de la red neoestriatal y el papel de los mecanismos
intrinsecos y sinapticos involucrados en la sincronizacion anormal del
neoestriado en condiciones patolégicas necesitan ser investigados con mayor

detalle.

El neoestriado es la principal entrada de los ganglios basales. Ha sido
propuesto que las neuronas neoestriatales optimizan la ejecucion de programas
motores por medio del procesamiento y filtrado de los comandos corticales
(Graybiel, 2000; Stern et al. 1997; Wilson, 1993). Sin embargo las neuronas
espinosas medianas no son unicamente seguidores pasivos de la actividad
cortical, debido a que la expresion de propiedades biestables en ellas las habilita
con caracteristicas no lineales permitiendo la generacion de diferentes
dinamicas de red (Carrillo-Reid et al. 2008; Vergara et al. 2003). Dichas
dinamicas pueden ser evocadas por una entrada excitadora tonica que tiene un
correlato directo con comportamientos fisiologicos (Ossowska y Wolfarth, 1995).

Los comportamientos motores son producidos por medio de un conjunto de



CPGs actuando en paralelo (Carrillo-Reid et al. 2008; Grillner, 2006; Hsiao et al.
1998). La pregunta es entender cdmo estos mddulos funcionales se combinan
para realizar tareas especificas durante la influencia de diferentes
neurotransmisores. El poder entender la respuesta del microcircuito neoestriatal
ante diferentes condiciones farmacoldgicas ayudara a proponer nuevas

soluciones terapéuticas para enfermedades neurodegenerativas.

Los hallazgos descritos en el presente trabajo demuestran que la
combinacion de diferentes técnicas y métodos analiticos pueden ser muy utiles
para descifrar el efecto que tienen distintos neurotransmisores en microcircuitos
cerebrales in vitro. Este trabajo representa un método novedoso para investigar
de manera simultanea tanto los mecanismos de red como los celulares que

sostienen la dinamica cerebral en condiciones normales y patolégicas.

El estriado recibe sefiales provenientes de la corteza y del talamo que
contienen informacion acerca del estado actual o futuro de distintos eventos
(tanto acciones como pensamientos). Bajo condiciones normales dichas sefales
producen memorias de procedimientos o movimientos secuenciales (Graybiel,
2008; Kim et al. 2007). En situaciones patolégicas el mismo circuito puede
generar estados repetitivos, como balismos o desérdenes obsesivo-compulsivos;
o puede producir limitaciones en el pensamiento y problemas para realizar
movimientos aprendidos (Graybiel, 2000). El reto es encontrar soluciones que

permitan regresar los estados patologicos a una condicion funcional.



Los experimentos realizados en el presente trabajo muestran que existen
microcircuitos con diversas propiedades computacionales, los cuales pueden
encontrarse en pequenos pedazos de cerebro aislado in vitro y estudiarse con
detalle. De esta manera, los microcircuitos neuronales, asi como cualquier
sistema, pueden ser estudiados de acuerdo con sus elementos basicos y sus
reglas de composicidn; permitiéndonos entender desde la forma en la cual nos
comunicamos hasta los habitos que determinan nuestra vida cotidiana. Los
hallazgos experimentales aqui descritos podrian sentar las bases para entender
tanto los estados cerebrales normales como los patolégicos, con lo cual sera
posible proponer soluciones para distintas enfermedades neurodegenerativas

que tienen un gran impacto en la sociedad.
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