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Abreviaturas
6-OHDA 6-Hidroxidopamina

o Delta

0 Theta

B Beta

Y Gamma

A2aR Receptor de Adenosina

AMP Adenosin Monofosfato

mCBGT Circuito motor cortico-ganglio basal-talamo cortical
CWT Transformada Continua de Wavelets
DLS Estriado dorsolateral

DMS Estriado dorsomedial

EP Enfermedad de Parkinson

FSI Interneuronas de disparo rapido
GABA Acido y-aminobutirico

GB Ganglios Basales

Gi Proteina G inhibitoria

GPe Globo Paélido Externo

Gpi Globo Palido Interno

Gs Proteina G estimulante

IBI Intervalo inter-rafaga

L-Dopa Levodopa

LFP Potencial Local de Campo
MSNs Neuronas Espinosas Medianas
dMSNs Neuronas espinosas medianas de la via directa



iMSNs Neuronas espinosas medianas de la via indirecta

MFB Fasciculo prosencefalico medial
SOM Somatostatina

SN Sustancia Nigra

SNpc Sustancia Nigra pars compacta
SNr Sustancia Nigra pars reticulata
STN Nucleo Subtalamico

TAN Neuronas Tonicamente Activas
VIP Péptido Intestinal Vasoactivo
VTA Area Tegmental Ventral
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Resumen
Actualmente se sabe que en la enfermedad de Parkinson (EP) existen alteraciones

en la actividad coordinada de grupos de neuronas; lo cual produce cambios en la
conducta motora. Dichas alteraciones se encuentran asociadas a la muerte de
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales localizadas en la Sustancia Nigra pars
Compacta y que proyectan hacia el nucleo estriado, donde se integra informacién
multisensorial y motora. Una de las caracteristicas de la EP es el incremento en la
potencia de la banda beta (12-30 Hz) en el nucleo estriado, ritmo neuronal que se
asocia a la inhibicion de los movimientos. Actualmente existen terapias para el
tratamiento de la EP; la estimulacién profunda y el uso de levodopa, principalmente.
Sin embargo, estos tratamientos llegan a ser invasivos, inespecificos y causar otras
alteraciones a largo plazo. Por ello, es importante proponer nuevas alternativas en
el remplazo de dopamina que permita liberar este neurotransmisor en el estriado,
con un mayor control temporal y espacial y sin provocar efectos secundarios. Una
alternativa para liberar dopamina de forma controlada es mediante el uso de Rubi-
Dopamina (RubiDopa), un compuesto de dopamina enjaulada que libera el

neurotransmisor en presencia de luz.

Nuestro objetivo fue estudiar si la estimulacion con RubiDopa podria ser capaz de
restaurar la actividad eléctrica del estriado dorsolateral de ratones
hemiparkinsonianos. Mediante el registro del potencial local de campo del estriado
dorsolateral de ratones anestesiados, se registraron los cambios en rafagas de las
bandas delta, theta, beta y gamma al estimular con RubiDopa. Experimentos
realizados en nuestro laboratorio, mostraron un incremento en la potencia de
rafagas de las bandas delta, theta y beta registradas en el estriado dorsolateral
parkinsoniano en comparaciéon a lo registrado en ratones control. La estimulacion
con RubiDopa en el estriado de ratones control produjo un decremento de la
amplitud en las rafagas registradas de la banda delta. Mientras que en ratones
hemiparkinsonianos se observé un decremento significativo de la potencia de
rafagas en las bandas delta y theta. Estos resultados sugieren que la estimulacion
con RubiDopa disminuye alteraciones en la actividad de grupos neuronales del

estriado dorsolateral durante la EP.



Introduccion

Enfermedad de Parkinson

La EP es un trastorno neurodegenerativo complejo que presenta una gran
diversidad de sintomas con repercusiones en la conducta motora y no motora. Entre
estos signos, se encuentran las acinesias, bradicinesias (reduccion del movimiento),
rigidez muscular, temblores (movimientos involuntarios) y dificultad en la iniciacién
del movimiento (McGregor & Nelson, 2019; Poewe et al., 2017); sin embargo, otras
alteraciones cognitivas y conductuales (signos no motores) pueden llegar a ser
notorias incluso antes de la aparicién de los signos motores (Jost, 2017). La
incidencia de esta enfermedad ha tomado gran relevancia en nuestro pais durante
los ultimos afos; esto debido a que algunas estadisticas estiman que en México
existen 68,715 personas con este padecimiento ("Global, regional, and national
burden of Parkinson's disease, 1990-2016: a systematic analysis for the Global
Burden of Disease Study 2016," 2018). Por otra parte, el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia menciona que nuestro pais se reportan 50 casos por
cada 100,000 habitantes.

La EP es un trastorno neurodegenerativo que aun no tiene cura; pero algunos de
los signos y sintomas motores son tratados parcialmente con herramientas
farmacolégicas de remplazo de la dopamina, como lo es el uso de L-Dopa
(levodopa). Entre las desventajas del uso de este tratamiento estan las fluctuaciones
en la concentracion de L-Dopa, ademas de sus efectos no solo en el cerebro sino a
nivel sistémico. Se sabe que el uso prolongado de L-Dopa puede generar la
aparicion de nuevos signos motores como las discinesias (Abbott, 2010; Liang,
DelLong, & Papa, 2008; Ryan, Bair-Marshall, & Nelson, 2018). Si bien se ha
documentado que el uso de levodopa corrige alteraciones en la actividad eléctrica
cerebral de pacientes parkinsonianos, se sabe también que esta terapia de
sustitucion dopaminérgica no mimetiza la forma en la que se libera dopamina de
manera fisioldgica (Jenkinson & Brown, 2011). Por otra parte, es comun notar que

los signos no motores de la enfermedad de Parkinson no responden favorablemente



a la terapia con L-Dopa; lo que se vuelve un problema al intentar mejorar la calidad

de vida de estos pacientes (Hisahara & Shimohama, 2011; Ryan et al., 2018).

Otra estrategia terapéutica que ha demostrado resultados en pacientes con
enfermedad de Parkinson avanzada es la estimulacién cerebral profunda; la cual
resulta ser una opcién que, ademas de ser altamente invasiva, también es poco
especifica en la estimulacion de poblaciones neuronales que podrian estar siendo
especialmente alteradas en la EP (Brittain, Sharott, & Brown, 2014; Groiss, Wojtecki,
Sudmeyer, & Schnitzler, 2009; Tinkhauser et al., 2017). Aun hace falta desarrollar y
estudiar nuevas tecnologias que permitan aplicar una terapia eficaz, menos invasiva
y con mayor control al momento de la estimulacion que no genere efectos a largo

plazo y corrija las alteraciones durante la EP.

Los resultados en los tratamientos antes mencionados no resultan ser homogéneos
en el universo de pacientes con EP. No obstante, se ha encontrado que las
alteraciones cognitivas y conductuales de pacientes con esta enfermedad se
encuentran estrechamente relacionadas al deterioro de la via nigroestriada (Poewe
etal., 2017). Esta via esta conformada por neuronas dopaminérgicas localizadas en
la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc) que proyectan hacia los nucleos Caudado-
Putamen pertenecientes al grupo de los Ganglios Basales (Gerfen et al.) (McGregor
& Nelson, 2019; Poewe et al., 2017) (fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica del deterioro de la via nigroestriatal durante la
EP. Neuronas de la SNpc envian proyecciones dopaminérgicas (en color rojo) a los nucleos
caudado-putamen (estriado) durante condiciones normales (A). En la enfermedad de
Parkinson (B) la via nigroestriatal se degenera por la muerte de neuronas dopaminérgicas
de la SNpc. Imagen tomada de (Poewe et al., 2017).

Ganglios basales

Los GB son un conjunto de nucleos subcorticales involucrados en varias funciones
motoras, cognitivas y conductuales; entre ellas el procesamiento sensorial, la
recompensa, la toma de decisiones, y la planeacion-ejecucion de movimientos
(Redgrave et al.,, 2010). Se sabe que este grupo de nucleos subcorticales
interconectados juegan un papel crucial en el desarrollo de los sintomas motores
caracteristicos de la EP (Poewe et al., 2017). Dentro del grupo de nucleos que
componen a los GB se encuentran: el nucleo subtalamico (STN), los segmentos
externo e interno del globo palido (GPe, GPi), las Sustancia Nigra pars compacta
(SNpc), pars reticulata (SNr) y el nucleo Caudado-Putamen, también conocido como
nucleo estriado (Deffains et al., 2016). El estriado, también conocido como
neoestriado, es el principal nucleo de los GB que recibe un gran nimero de
proyecciones provenientes de otras areas del encéfalo. El nucleo estriado (en

roedores) se encuentra dividido en tres principales areas: el estriado ventral,



conocido como nucleo accumbens; el estriado dorsal, que a su vez se divide en
estriado dorsomedial (DMS) y dorsolateral (DLS). El DLS muestra una relevancia
importante en el aprendizaje y ejecucion de tareas motoras, asi como en el
procesamiento de la informacién somatosensorial (Costa et al., 2006; McGregor &
Nelson, 2019), ademas se han demostrado alteraciones durante la EP (McGregor
& Nelson, 2019).

Las proyecciones que recibe el estriado son diversas. Algunas de ellas provienen
de neuronas glutamatérgicas de la corteza (cortico-estriatales). Otras aferencias
glutamatérgicas vienen de nucleos talamicos. Otra proyeccion mas, como se
mencionaba anteriormente, se origina por neuronas dopaminérgicas de la SNpc y
conforman a la via nigroestriada; cuya relevancia en el ambito médico se debe a
que estas proyecciones muestran un dano importante durante la EP (Poewe et al.,
2017). A la interconexion entre estas estructuras se le conoce como el circuito motor
cortico-ganglio basal-talamo cortical (Merchant & Bartolo, 2018), mismo que se

describe a continuacion.

Las proyecciones talamicas y corticales glutamatérgicas, asi como las
dopaminérgicas de SNpc, hacen sinapsis en neuronas espinosas medianas (MSNs)
del estriado (Costa et al., 2006). Las MSNs son un grupo de neuronas que
componen principalmente al nucleo estriado, incluyendo la porcién del DLS. La
distribucién de estas neuronas es homogénea dentro de este nucleo, y a diferencia
de la corteza carece de aparente organizacion estructural. Se sabe que
aproximadamente el 90 a 95% del total de neuronas en el estriado son MSNs
inhibitorias; cuyo principal neurotransmisor es el acido y-aminobutirico (GABA)
(Gagnon et al., 2017). El porcentaje de neuronas restante (5-10%) en el estriado lo
componen interneuronas de disparo rapido GABAérgicas (fast spiking, FSI) y
colinérgicas tonicamente activas (tonically active neurons, TAN); las cuales también
participan en el circuito canoénico del estriado (Tepper & Bolam, 2004). Lo anterior
convierte a las MSNs en las principales neuronas de recepcidén y proyeccion de

informacion dentro del estriado (McGregor & Nelson, 2019).
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Dentro de la poblacion de MSNs existen dos subgrupos de neuronas que difieren
esencialmente en el receptor de dopamina que expresan; esta diferencia da origen
a dos proyecciones antagonistas dentro del modelo clasico de los GB, las vias
directa e indirecta (Albin, Young, & Penney, 1989; Gerfen et al., 1990). De manera
general y de acuerdo con el modelo clasico del funcionamiento de los GB; la
activacion de la via directa esta relacionada al inicio del movimiento por medio de la
excitacion de MSNs que expresan receptores a dopamina del tipo D1 (dMSNSs).
Debido a que el acople de este receptor esta dado con una proteina del tipo Gs
estimulante; se sabe que la activaciéon del receptor D1 promueve la despolarizacion
de dMSNs por la produccion de AMP ciclico y otras vias de senalizacion (Hisahara
& Shimohama, 2011).

De acuerdo con el modelo clasico, estas proyecciones gabaérgicas proyectan
directamente su input inhibitorio sobre el GPiy SNr, los nucleos de salida de los GB.
El GPi y SNr inhiben a su vez al tdlamo por medio de proyecciones inhibitorias. De
tal manera que un incremento en la actividad de la via directa (dAMSNs) daria como
resultado la desinhibicion del talamo, promoviendo la activacion de la corteza y
como consecuencia final, un incremento en la facilitacion de los movimientos.
Durante la EP, se ha reportado que la activacion de la via directa se encuentra
mermada por la denervacién dopaminérgica de la via nigroestriatal (Ryan et al.,
2018); lo cual conlleva a una menor excitaciéon de la corteza y a la pérdida del
movimiento producida por un mayor tono inhibitorio de los nucleos GPi y SNr hacia
el tdlamo (McGregor & Nelson, 2019).

Por otra parte, la activacidén de la via indirecta esta dada por un incremento del
disparo de otra poblacion de MSNs (iIMSNs). La activacion de la via indirecta puede
verse frenada por el acople de dopamina en el receptor de dopamina que expresan
las iIMSNSs, el cual es del tipo D2. El receptor D2 se encuentra acoplado a proteinas
del tipo Gi (inhibitoria); y su activacién disminuye la excitabilidad de iMSNs, y por lo
tanto de la via indirecta. El decremento en la activacion de la indirecta facilita el
movimiento; mientras que incremento de la via indirecta promueve la disminucion

de los movimientos. En el modelo clasico, el incremento de la via indirecta inhibe al
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GPe, el cual proyecta un tono inhibitorio sobre el STN, nucleo de los GB que
proyecta terminales glutamatérgicas (excitador) sobre los nucleos de salida (GPiy
SNr). El incremento en la actividad de estos nucleos inhibitorios incrementa la
inhibicidn del talamo y sus eferencias excitadoras hacia la corteza para finalmente
disminuir el movimiento. En la EP, y de acuerdo con la teoria clasica de los GB, la
actividad de la via indirecta (iIMSNs) se veria incrementada al disminuir el input
dopaminérgico sobre estas via y por lo tanto apoyaria la generacion de los sintomas

motores durante la enfermedad (McGregor & Nelson, 2019) (figura 2).

Algunas de las caracteristicas clinicas de la EP, entre ellas los sintomas motores
centrales (temblor, bradicinesia y rigidez), se derivan de patrones de actividad
aberrantes reportados en MSNs pertenecientes a las vias directa e indirecta (Jaidar
et al., 2019; Parker et al., 2018). El conocer en su totalidad la forma en la que se
establecen estos patrones de actividad aberrantes en el estriado durante la EP, nos
permitiria en un futuro encontrar estrategias farmacologicas mas certeras en la
reversion de la actividad aberrante de grupos neuronales asociados a los signos y

sintomas motores y no motores de la EP.
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Modelo Clasico (sano) Modelo Clasico (EP)

| COrteza motora — | Corteza motora
Estriado Estriado
dMSN 4-1 —4 iIMSN dMSN iIMSN
SNc
p b GPe GPe
GPi/SNr GPIi/SNr
STN 41 STN | =
— Ta';-l;mo —| Talamo y
Tronco encefalico Tronco encefalico
Medula espinal Médula espinal

Via Directa Via Indirecta

— Inhibidor —p Excitador

=== Dopaminérgica

Figura 2. Modelo clasico de los ganglios basales en condiciones normales y durante
EP. Modelo clasico de los ganglios basales en condiciones fisiolégicas normales
(izquierda); la via directa se compone de proyecciones gabaérgicas que inhiben
directamente al GPi y SNr. Estos inhiben a su vez al talamo por proyecciones gabaérgicas
inhibitorias, lo que concluye en la desinhibicion del talamo e induce la activacién de la
corteza para el inicio del movimiento; la via indirecta inhibe la inhibicién del STN por medio
del GPe, lo que conlleva a un incremento del tono inhibitorio del GPi y SNr sobre el talamo.
Modelo clasico de los GB durante la EP (derecha); la activacion de la via directa se
encuentra mermada por la denervacion dopaminérgica de la via nigroestriatal, mientras que
la via indirecta se encuentra sobre activada. Lo anterior conlleva a una disminucién del
movimiento producida por un incremento del tono inhibitorio de los nucleos de salida (GPi
y SNr) hacia el talamo. Imagen tomada y modificada de (McGregor & Nelson, 2019).
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Actividad eléctrica durante la Enfermedad de Parkinson

La actividad neuronal del estriado puede ser estudiada de diversas maneras; una
es por el registro de la actividad eléctrica de neuronas individuales (actividad
unitaria); otra por el registro de grupos neuronales por medio del registro del
potencial local de campo (LFP, local field potential) in vivo. El registro del LFP
permite estudiar la actividad coordinada de ensambles neuronales en frecuencias
lentas (0.5 - 100 Hz). Los cambios en el voltaje de esta sefial eléctrica pueden verse
influenciados por cualquier flujo de carga a través de cualquier membrana celular.
Sin embargo, son los eventos presinapticos, postsinapticos y variaciones del voltaje
sub-umbrales de la membrana celular de grandes conjuntos de neuronas los que,
sumando su actividad coordinada, muestran una mayor influencia en los cambios
de frecuencias registrados en el LFP, induciendo un incremento de la potencia en

el espectro (Buzsaki, Anastassiou, & Koch, 2012).

El LFP se divide en distintos ritmos aislados de bandas de frecuencias que pueden
ir desde un rango con frecuencias bajas hasta rangos de alta frecuencia.
Dependiendo de la bibliografia, el LFP se puede dividir en las bandas: delta (1-5
Hz), theta (5-12 Hz), beta (12-30 Hz) y gamma (30-80 Hz) (Chen, Lei, & Xu, 2018).
En la bibliografia se ha estudiado cual es el correlato funcional entre estos ritmos y
el output conductual y motor no solo durante condiciones homeostaticas, sino
también durante la EP. Un ejemplo es el caso de la banda delta, misma en la que
se ha estudiado principalmente su relacion con la etapa de suefio de ondas lentas;
ademas, en términos de movimiento, se ha observado que durante acciones
motoras existe una desincronizacién de esta banda (Leung & Yim, 1993). En el caso
de la banda theta, un ritmo asociado principalmente al hipocampo y la memoria, el
incremento en la potencia de esta banda esta correlacionado positivamente con la
iniciacion del movimiento y con la aparicion de temblores en los pacientes
parkinsonianos (Asch et al., 2020). Por otro lado, la banda beta ha sido estudiada
en su relacion con la ejecucion de tareas motoras, de tal modo que un incremento
en la potencia de la banda beta inhibe la ejecucion del movimiento (Brown, 2003),
como es el caso de los pacientes parkinsonianos. Analogamente, la banda gamma

ha sido relevante en esta patologia, ya que el incremento de la potencia de este
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ritmo se asocia a la facilitacion del movimiento en pacientes que han sido expuestos
a una terapia de remplazo de dopamina (Brown, 2003), por lo que se le considera

como un ritmo procinético.

En la actualidad se sabe que la EP produce alteraciones en diferentes nucleos de
los GB, incluyendo componentes del circuito motor cortico-ganglio basal-talamo
cortical (IMCBGT): Estas alteraciones modifican la sincronizacion y funcionamiento
de grandes grupos neuronales. Por medio del registro del LFP, se ha estudiado que
la sincronizacion andmala de poblaciones neuronales durante la EP esta orientada
principalmente a un incremento en la potencia de la banda beta, la cual se ubica
entre los 12-30 Hz. Estos cambios en la banda beta han sido registrados en nucleos
como el STN, el GPe y el estriado pertenecientes a este circuito motor (Chen et al.,
2018; Deffains et al., 2016; Sharott, Vinciati, Nakamura, & Magill, 2017; Tachibana,
Iwamuro, Kita, Takada, & Nambu, 2011; Tinkhauser et al., 2017). Por otra parte, se
ha reportado que la potencia de la banda gamma se encuentra reducida durante la

EP (Chen et al., 2018). Lo anterior contribuyendo a alteraciones en el mCBGT.

Pocos son los articulos que han reportado alteraciones en el LFP registrado en el
estriado (caudado-putamen). Estudios realizados en primates no humanos
reportaron alteraciones en la actividad de potenciales de accion y LFP de algunos
nucleos de los GB después de la induccion de la EP. Algunos registros del LFP en
el estriado apuntan a que no hay un incremento o alteraciones de la banda beta
(Deffains et al., 2016). Otros estudios realizados en ratas reportan que la potencia
en la banda beta del estriado incrementa con la lesion unilateral de 6-OHDA (Sharott
et al.,, 2017). En ratones Parkinsonianos se ha reportado un incremento en la
potencia de la banda beta y un decremento en la banda gamma del estriado bajo
diferentes condiciones (Chen et al., 2018; Costa et al., 2006); pero no cuando el

registro se realiza con el raton anestesiado con isoflurano (Chen et al., 2018).

La actividad neuronal y sus alteraciones relacionadas a la EP pueden ser estudiadas
por medio del registro de neuronas individuales. En lo que respecta a las
alteraciones en el registro unitario de neuronas en el estriado dorsal, se ha

encontrado que la denervaciéon dopaminérgica incrementa la tasa de disparo en
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algunas neuronas, mientras que en otras disminuye. Estos resultados han sido
reportados en primates no humanos (Liang et al., 2008; Singh et al., 2016), ratas
(Sharott et al., 2017) y ratones en libre movimiento (Chen et al., 2018; Costa et al.,
2006; Ryan et al., 2018; Sagot, Li, & Zhou, 2018). Ademas, es importante tomar en
cuenta si el sujeto experimental se encuentra en libre movimiento, con cabeza fija o
bajo los efectos de algun anestésico; lo anterior debido a que las diferencias en la
tasa de disparo cambian bajo estas condiciones (Chen et al., 2018; Costa et al.,
2006; Ryan et al., 2018).

Control de ensambles neuronales del estriado en la Enfermedad de
Parkinson

El desarrollo de la farmacologia ha permitido el uso de agonistas y antagonistas
dopaminérgicos que, aplicados a una determinada preparacion, puede ayudarnos a
entender cual es el papel de la dopamina en el control motor y la coordinacion de
ensambles neuronales bajo condiciones patoldgicas y control (Burkhardt, Jin, &
Costa, 2009; Costa et al., 2006). Si bien la administracion sistémica de agonistas o
antagonistas dopaminérgicos ha ayudado a estudiar cual es el efecto de los cambios
en la concentracién de dopamina sobre el LFP, el efecto de estos farmacos no tiene

una buena resolucion temporal y espacial.

En los ultimos afos se han desarrollado tecnologias con una mayor resolucion
espacial y temporal para el control especifico de ensambles neuronales. Una técnica
que ha tomado relevancia en el control 6ptico de ensambles neuronales es la
optogenética; la cual consiste en la insercién de canal-rodopsinas sensibles a la luz
en la membrana celular de tipos neuronales especificos para controlar su actividad
con una alta resoluciéon temporal y espacial (Gradinaru, Mogri, Thompson,
Henderson, & Deisseroth, 2009; Kravitz et al., 2010).

Mediante la técnica de optogénetica, Kravitz y cols. reportaron que la activacion
controlada de dMSNs y iIMSNs puede modular la conducta motora conforme a la
teoria clasica del funcionamiento de los GB (Kravitz et al., 2010). Ellos mismos
mencionan que la activacion bilateral especifica de iIMSNs genera en los ratones un

estado parkinsoniano en el que se observan bradicinesias, pérdida del movimiento
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fino, disminucién del desplazamiento y otros signos motores caracteristicos de la
EP. En adicion, este grupo de investigacién reporté que la activacion controlada de
dMSNs en un modelo parkinsoniano controla la disminucion del movimiento y la
aparicion de signos motores asociados a la EP (Gradinaru et al., 2009; Kravitz et
al., 2010).

Una técnica similar a la optogenética es la opto farmacologia, esto con respecto a
la estimulacion luminica; la cual se basa en el desarrollo y uso de neurotransmisores
enjaulados en compuestos sensibles a luz. Estos neurotransmisores, al estar
enjaulados no pueden interactuar con su receptor, solo hasta que se haya
estimulado con Iluz su liberacion. Dichos neurotransmisores pueden ser
administrados y activados con una alta precision temporal y espacial sin la
necesidad de realizar manipulaciones en el genoma celular como lo es con la
optogenética. Neurotransmisores enjaulados como el RubiGlutamato, RubiGABA o
la RubiDopa (dopamina enjaulada) han sido utilizados con el objetivo de manipular
la actividad de ensambles neuronales durante condiciones in vitro € in vivo (Andino-
Pavlovsky et al., 2017b; Araya, Andino-Pavlovsky, Yuste, & Etchenique, 2013; Fino
et al., 2009)

En afos recientes, Taura y colaboradores reportaron el efecto de un antagonista
enjaulado y selectivo del receptor de Adenosina (A2aR, expresado en iIMSNSs). El
receptor de Adenosina (A2aR) se encuentra formando heterémeros con el receptor
D2 a su vez acoplados a una proteina Gs (excitadora). Ellos demostraron que la
estimulaciéon bilateral en presencia del antagonista enjaulado del A2aR,
incrementaba la distancia recorrida en ratones control ademas de corregir
alteraciones de la conducta motora de ratones parkinsonianos. Sin embargo, ellos
no precisan sobre qué es lo que podria estar sucediendo con la actividad neuronal

al liberar este compuesto.

Si bien estas investigaciones estan orientadas al control éptico de ensambles
neuronales por medio de optogenética u optofarmacologia; los estudios orientados
al control o6ptico simultaneo al registro eléctrico del estriado en condiciones

fisiolégicas normales y durante estados patolégicos como la EP son aun escasos.
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Antecedentes

Como se menciond antes, Costa y colaboradores estudiaron los ensambles del
estriado dorsolateral y la corteza motora durante cambios en la concentracion de
dopamina en un modelo de Parkinson knock out del transportador de dopamina y
ratones control (Costa et al., 2006). Ademas de estudiar las alteraciones en la
actividad unitaria, ellos observaron que el LFP registrado en el estriado también se
veia modificado por variaciones en la concentracion de dopamina. En condiciones
donde la concentracion de dopamina en el estriado es menor, ellos reportan un
decremento de la potencia en los ritmos theta y gamma, ademas de un aumento en
la potencia de las bandas delta y beta. Este comportamiento fue inverso cuando se
administré L-Dopa (terapia de remplazo dopaminérgica) de manera sistémica
(Costa et al., 2006). Otras investigaciones de este grupo sugieren que los cambios
del LFP en el estriado, estan siendo provocados principalmente por la
inactivacion/activacion de receptores D2. Lo anterior debido a que la aplicacion
sistémica de antagonistas del receptor D2 promueve un aumento de la potencia en

las bandas delta y beta en ratones control (Burkhardt et al., 2009).

La disminucion de la potencia de la banda delta coincide con lo reportado por otro
grupo de investigacién, quienes al inducir la liberacion de dopamina por medio de la
estimulacion del VTA (un nucleo que manda proyecciones dopaminérgicas al
estriado) registran un decremento de la potencia de este ritmo. El decremento de la
potencia de la banda delta también se asocia al inicio de los movimientos (Leung &
Yim, 1993).

Otros resultados reportados por Ryan y colaboradores estudian las alteraciones en
la tasa de disparo neuronal durante la EP y posterior a la administracion de
agonistas dopaminérgicos (L-Dopa) (Ryan et al., 2018). En ese articulo, este grupo
reporta que la administracion de L-Dopa genera un estado disquinético
(movimientos anormales) en ratones control y parkinsonianos, inducido por una
actividad anémala de MSNs (Ryan et al., 2018). De este trabajo, se podria concluir
que la terapéutica de la EP deberia estar dirigida a un control estricto en la

temporalidad con la que se libera dopamina en el estriado y evitar asi la activacion
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descontrolada de grupos neuronales que podrian generar la aparicion de otros

sintomas no deseados la conducta de movimiento en pacientes parkinsonianos.

El uso de compuestos enjaulados, como la Rubi-Dopa, para el control de ensambles
neuronales durante el registro eléctrico ha sido escasamente reportado en la
bibliografia. Andino-Pavlovsky y colaboradores reportaron que la aplicacion y
estimulacién luminica de RubiDopa en la corteza prefrontal medial de ratas produce
cambios en el acople fase-amplitud entre las bandas delta-gamma del LFP, sin que
hubiera cambios en la potencia de estas bandas (Andino-Pavlovsky et al., 2017a).
El acople fase-amplitud ocurre cuando la amplitud de oscilaciones de mayor
frecuencia (gamma) es modificada por la fase de oscilaciones de menor frecuencia
(delta) (Andino-Pavlovsky et al., 2017a).

La estimulacion del estriado, realizada por la aplicaciéon de este neurotransmisor
enjaulado, podria tener efectos mas relevantes sobre el LFP debido a la relevancia
de la dopamina, no solo en los ganglios basales sino también en el DLS. A futuro,
el uso de RubiDopa puede sentar las bases para el desarrollo de una terapia de
remplazo dopaminérgica menos invasiva, con mayor control, eficaz y con un menor

numero de efectos adversos en pacientes con EP.

Los antecedentes descritos anteriormente dan origen a nuestro tema de
investigacion; el cual busca responder cuales son los cambios en la actividad
eléctrica de grupos neuronales frente a la liberacion controlada de dopamina en el
estriado mediante el uso de compuestos enjaulados como la RubiDopa. Esto con el
proposito de estudiar la actividad andmala del LFP durante la EP y revertirla en el
corto plazo. Lo anterior, con el fin de proponer el uso de nuevas alternativas en el

tratamiento de la EP y mejorar la calidad de vida de estos pacientes.
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Hipotesis

La actividad eléctrica andmala de grupos neuronales del estriado dorsolateral

registrada de ratones hemiparkinsonianos es restaurada por la liberacion local y

controlada de dopamina.

Objetivos

Objetivo general

Implementar una técnica de estudio que permita determinar si la liberacion

controlada de dopamina en el estriado dorsolateral restaura la actividad global de

grupos neuronales del estriado en ratones lesionados con 6-OHDA

Objetivos especificos:

1.

Estandarizar el registro de la actividad eléctrica del estriado dorsolateral
simultaneo a la administracion y estimulacion con RubiDopa.

Estudiar si la actividad eléctrica del estriado dorsolateral puede ser modulada
por la liberacion controlada de dopamina in vivo en ratones control.

Estudiar si la actividad eléctrica del estriado dorsolateral puede ser modulada
por la liberacion controlada de dopamina in vivo en ratones
hemiparkinsonianos.

Evaluar si la estimulacién con RubiDopa corrige las alteraciones observadas

en la actividad eléctrica de ratones hemiparkinsonianos.
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Estrategia experimental

Para este protocolo se utilizaron 5 ratones hembra de la cepa y 1 macho C57BL/6J
de 8-10 semanas de edad que fueron expuestos a un ciclo inverso de luz-oscuridad
de 12 horas en presencia de agua y comida ad libitum. Los modelos de estudio
fueron proporcionados por el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM y
se utilizaron bajo los lineamientos éticos de la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999.

Para la generacion de nuestro modelo de EP, se utilizaron 3 ratones (2 hembras y
un macho) unilateralmente lesionados por la administracién de 6-OHDA (1 pl de 4
mg/ml de concentracion diluida en 0.02% de acido ascoérbico en solucién salina y
administrado a una tasa de 0.5 pl/min) en SNpc (AP: -3 mm, ML: -1.3 mm, DV: -5
mm) (fig. 3A). Dicho modelo de la EP, emula la pérdida de dopamina observada en
pacientes humanos, ya que se degenera la inervacion dopaminérgica de los GB (via
nigroestriada). El modelo de ratdén unilateralmente lesionado por 6-OHDA en SNpc
demuestra una degeneracién rapida de la via nigroestriada desde las primeras 24
horas de la administracion de la toxina (Dauer & Przedborski, 2003) que llega a ser
completa después de las 2 semanas de la lesion. Durante el periodo de
recuperacion post operatorio, los ratones fueron provistos diariamente de comida
triturada, y suplementos alimenticios suministrados directamente en el hocico del
ratdbn, asi como administracion diaria de solucion dextrosa (5% de glucosa)

subdérmica y agua ad libitum.

La comprobacion de la lesidon se realizé por medio de una prueba conductual de
nuestro modelo hemiparkinsoniano. Para ello se realiz6 una prueba de campo
abierto después de dos semanas se haber realizado la lesion por 6-OHDA. En este
procedimiento se contabilizé el niumero de giros contralaterales al sitio de la lesidn
después de la administracién de apomorfina (subcutanea, 0.5 mg/kg) durante un
tiempo de 10 minutos. La apomorfina es un agonista selectivo de receptores
dopaminérgicos que induce la conducta de giro contralateral al sitio de la lesion
(Bjorklund & Dunnett, 2019).
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Posterior a la prueba de campo abierto se realizd el protocolo de registro. Como
parte de uno de los objetivos de este proyecto de tesis, se llevdo a cabo la
implementacion de la técnica para el registro de la actividad eléctrica del estriado
dorsolateral de manera simultanea a la liberacion controlada (estimulacion de
15 Hz) de dopamina utilizando Rubi-Dopamina (RubiDopa). Durante la realizacion
de la craneotomia se utilizé isoflurano como anestésico (~1%). Mientras que, para
el registro de la actividad eléctrica, se utilizé Uretano como anestésico a una dosis
de 1 g/kg. El uretano es utilizado debido a que este anestésico induce largos
periodos de narcosis y no produce alteraciones importantes en la actividad neuronal
(Haumesser et al., 2017). A lo largo del registro, se comprobé la ausencia de reflejos
en el ratdén, en caso de mostrarlos, se administraron dosis reducidas de Uretano

como refuerzo.

Por medio de cirugia estereotaxica, y utilizando como referencia el Atlas
estereotaxico de Allen, se introdujo en el DLS una fibra 6ptica acoplada a un inyector
(AP: +0.2 mm, ML: -2.5 mm, DV: -3.2 mm) con un angulo de 30° en el hemisferio
derecho. En ratones hemiparkinsonianos la fibra acoplada al inyector se introdujo
en el hemisferio ipsilateral a la lesién producida por 6-OHDA realizada dos semanas
antes del registro. El inyector nos permitio administrar de forma local el compuesto
RubiDopa. La RubiDopa es un compuesto de Rutenio que se encuentra asociado a
una molécula de dopamina, de tal forma que la dopamina no pueda interactuar
directamente con receptores expresados en la membrana celular. Al excitar con luz
a este compuesto se libera localmente el neurotransmisor dopamina en el medio
donde fue localmente administrado (Andino-Pavlovsky et al., 2017b; Araya et al.,
2013), en este caso el DLS.

El sitio de registro de la actividad eléctrica del DLS (AP: 0.5 mm, ML: -2.5 mm, DV:
-3.2 mm) se realizé por medio de silicon probes (Neuronexus, A4x4-tet-5mm-150-
200-121) de 64 canales en arreglos de 16 tetrodos ubicada a 300 ym del sitio de
administracion de RubiDopa. El registro se realiz6 durante un protocolo de
estimulacién que consistio en registrar la actividad basal, el periodo de estimulacion
con RubiDopa (1.5 yl de 300 uM diluido en solucién de acido ascorbico al 0.02%) a
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una frecuencia de 15 Hz (ciclo de trabajo del 20%), asi como el periodo post
estimulacion (fig. 3B). Una vez finalizado el registro, se extrajo el cerebro para su

posterior analisis histologico (fig. 4).

La estimulacion se realizé con una fibra 6ptica acoplada a un led manipulado por un
generador de pulsos (DC2100 ThorLabs) (fig. 3B). La sefial eléctrica fue adquirida
por el sistema Plexon (Digital Headstage Processor) y capturada a una frecuencia
de 40 KHz (fig. 3B). Para la obtencién del LFP, la sefial se procesé online por un
filtro de tipo paso bajo a una frecuencia de corte <300 Hz predeterminada por el
sistema de captura. El analisis del LFP se realizé por medio de la transformada de

Wavelets, analisis que se explica en el apartado siguiente.

Fibra optica +

Sefial a Plexon Inyector

Figura 3. Cirugia y registro extracelular. A) 3 Ratones de la cepa C57BL/6J fueron
lesionados unilateralmente en SNpc por la inyeccion de 6-OHDA para eliminar las
proyecciones nigroestraitales dopaminérgicas. En los ratones control no se realiz6 este
procedimiento. B) El inyector acoplado a una fibra 6ptica fue introducido en el DLS para la
estimulacion con RubiDopa. El registro de la actividad eléctrica se hizo a una distancia de
300 um anterior al sitio de estimulacion.
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) Registro Analisis
apomorfina)

(ratén anestesiado)

2 Semanas Basal Post estimulacién con
RubiDopa 15 Hz

[ Qi —

Figura 4. Protocolo experimental. Ratones control intactos y lesionados por una inyeccion
unilateral de 6-OHDA en SNpc, fueron utilizados en este protocolo experimental. 2 semanas
después de la lesion, el grupo hemiparkinsoniano fue evaluado en una prueba de campo
abierto antes y después de la aplicacion de apomorfina para cuantificar la cantidad de giros
ipsilaterales y contralaterales al sitio de lesion. Durante el registro de la sefal eléctrica, se
realizé un protocolo de estimulacion con RubiDopa (15 Hz, 300 pM). Se registro el periodo
posterior a la estimulacién. Finalmente se realiza el analisis del LFP.

Analisis del LFP utilizando la transformada de Wavelets
Antes de describir a la transformada de Wavelets, es necesario dar una introduccion

hacia el uso de la transformada de Fourier, mencionar algunas de sus desventajas

en el analisis del LFP y justificar el uso de Wavelets.

Transformada de Fourier
La transformada de Fourier es un método matematico que permite estudiar sefiales

en el dominio de la frecuencia. Esto permite conocer la magnitud con la que distintas
frecuencias podrian estar siendo representadas en el registro del LFP. Sin embargo,
este analisis no permite conocer a plenitud en que parte del registro se dan estos
incrementos o decrementos de la frecuencia en funcién del tiempo; por lo que este
tipo de herramienta matematica resulta ideal para el analisis de sefales que son
estacionarias (continuas, sin variacion), es decir, sefiales que no tienen cambios

repentinos en el voltaje (discontinuas).

El registro del LFP es una sefal eléctrica que presenta puntos de transicion donde
ocurren cambios drasticos del voltaje provocados por la activacion coordinada de
grupos de neuronas. Este tipo de sefiales discontinuas no llegan a ser bien
representadas por el analisis de Fourier, por lo que es necesario el uso de otra
herramienta que se describe a continuacion: la transformada de Wavelets (Torrence
& Compo, 1998).
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Transformada continua de Wavelets (CWT)
La transformada continua de Wavelets (CWT) es una herramienta que sirve para el

estudio de series de tiempo (Jobert, Tismer, Poiseau, & Schulz, 1994). Este tipo de
analisis ha empezado a aplicarse para el estudio de sefales biologicas como el
electrocardiograma (Addison, 2005) y el electroencefalograma (Slimen, Boubchir,
Mbarki, & Seddik, 2020), dada la buena resolucién temporal que brinda (Jobert et
al., 1994). La CWT genera un producto a partir del registro del LFP y de una funcion
de onda conocida como wavelet madre (en este caso de tipo morlet), la cual se
traslada y re escala el registro dependiendo de la dilatacién de la funcion madre. El
analisis de wavelets tiene una mejor resolucién temporal para diferentes rangos de
frecuencias. Ademas, permite estudiar registros con puntos de transicion repentinos
del voltaje (como se observan en los ritmos cerebrales) mismos que no son bien
representados por el analisis de Fourier; por otra parte Fourier esta sujeto a una

resolucion fija de las ventanas de tiempo y frecuencia (Jobert et al., 1994).

Para realizar el analisis del LFP, se utilizaron funciones preestablecidas en el
Wavelet Toolbox de MATLAB 2020b. Para todos los andlisis se utilizé una funcién
tipo Morlet como wavelet madre, debido a que este tipo de onda se asemeja mas a
las rafagas observadas en el LFP. Ademas, ya se ha reportado el uso de esta
funcién en analisis del LFP (Sen & Dostrovsky, 2007). Para la realizacion de los
escalogramas, graficas que representan la sefial en el tiempo y la frecuencia, se
utilizé la funcion CWT de un fragmento de 5 minutos del LFP, especificando la

frecuencia de captura (1 KHz) (figs. 7B y 9B).
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Para obtener el espectro de frecuencias del LFP utilizando la CWT, se tomaron
fragmentos de 5 minutos del registro, antes y después de la estimulacion con
RubiDopa en DLS. Estos fragmentos fueron introducidos en la funcién
timeSpectrum, la cual genera el Time-Averaged Wavelet Spectrum de la sedal (figs.
8A y 10A); esta funcidn genera el espectro de frecuencias del registro por medio del
calculo de la media de la potencia registrada durante 5 minutos. Si bien este analisis
no nos permite saber cuales son las frecuencias dominantes durante el registro, con
este procedimiento no se puede conocer con exactitud la variacion de la potencia

de diferentes bandas de frecuencia durante el tiempo.

Las bandas de frecuencias de interés para el procesamiento del LFP se ubicaron
en elrango de 1 a 80 Hz. Distintas bandas del LFP fueron aisladas con los siguientes
rangos de frecuencias: delta de 1-5 Hz; theta de 5-10 Hz; beta de 12-30 Hz; gamma
de 30-80 Hz. Estos rangos fueron seleccionados de acuerdo con lo reportado por
un grupo de estudio que previamente report6 las alteraciones del LFP en estriado

de ratones parkinsonianos (Chen et al., 2018).

Analisis de rafagas del LFP
Con el objetivo de estudiar los eventos temporales dentro del LFP procedimos a

analizar las rafagas del LFP. Una rafaga es un punto de transicion donde la potencia

de una determinada banda del LFP muestra un incremento; esto por la actividad
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oscilatoria coordinada de grupos neuronales. El analisis de rafagas fue realizado
por medio del procesamiento offline del LFP. Se estudiaron las rafagas de ritmos
especificos (delta, theta, beta, gamma), con los objetivos de conocer si el patron de
la actividad poblacional de grupos neuronales en distintas frecuencias pudiera estar
afectado durante la EP y si estas alteraciones eran reversibles por la estimulacion

con RubiDopa.

Para el analisis de rafagas se utilizd la funcién scaleSpectrum, la cual permite
obtener la potencia de una banda de frecuencias en funcién del tiempo utilizando la
transformada de Wavelets. ScaleSpectrum calcula el cuadrado de la potencia media
(valor absoluto) de una banda en funcién del tiempo. La potencia fue adquirida
mediante el calculo del valor absoluto del numero complejo, obtenido del re-
escalamiento de la sefial con la wavelet madre. Lo anterior se obtuvo para cada una
de las bandas del LFP (fig. 5, abajo). Para la deteccién de las rafagas en este trazo
procesado, se establecidé un valor umbral del percentil 85 del trazo (fig. 5, linea color
azul). La funcion findpeaks de MATLAB fue utilizada para la deteccion de eventos.
Finalmente, se midieron diferentes caracteristicas de las rafagas; como la amplitud,
duracion, numero de rafagas por ventana de cinco minutos, intervalo inter-rafaga
(IBI, interburst interval) y coeficiente de variacion (rango/mediana) de las rafagas
antes y después de la estimulacién con RubiDopa. Como ejemplo, en la figura 5 se
muestra el procesamiento del LFP en la banda beta (12-30 Hz). Para el
procesamiento de otras bandas se siguié el mismo procedimiento (no ilustrados en
la fig. 5).

Adicionalmente, se efectud el analisis de rafagas por medio de un procesamiento
offline del LFP previamente reportado en la bibliografia (Tinkhauser et al., 2017).
Para aislar las rafagas en cada ritmo del LFP (delta, theta, beta y gamma), se realizdé
primero el filtrado de la sefal en los distintos rangos de frecuencias del espectro
mediante la aplicacion de un filtro pasabandas, después se rectificd la sefal y
finalmente esta fue suavizada con un filtro de media de 400 ms (Tinkhauser et al.,
2017). Los resultados obtenidos de este analisis se muestran al final como figuras

suplementarias (suplementarias 1, 2, 3, 4). El analisis de estas senales fue
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complementario al analisis de rafagas por wavelets ya que la CWT tiene una mejor
resolucién temporal en la identificaciéon de periodos de transicién del voltaje, a
diferencia del proceso de rectificacion y suavizado del LFP. Los resultados del
analisis por rectificado del LFP muestran conclusiones similares a las reportadas
por el analisis de Wavelets, especialmente en los resultados de la amplitud de las
rafagas (sup. 1, 2, 3, 4). Una diferencia clara entre ambos analisis esta en los
intervalos inter-rafaga (IBlI) donde no se observaron diferencias en el analisis

rectificado, mientras que en el analisis de wavelets si.

Estadistica
En lo que respecta al analisis de la potencia registrada por el espectro obtenido por

la CWT. Se obtuvo la pendiente del cambio de la potencia inducido por la
estimulacion RubiDopa. El cambio significativo de la pendiente es un indicativo del
incremento o decremento de la potencia en un rango de frecuencias determinado.
Para ello se realizé la prueba t-test para determinar si el valor de la pendiente era

diferente de cero (tabla suplementaria 7).

Para el analisis estadistico se aplicé la prueba de suma de rango de Wilcoxon
(p<0.05), debido a la distribucién no normal de la mayoria de nuestras variables.
Este analisis estadistico fue realizado Unicamente en las variables de amplitud,
duracién e IBI, haciendo la comparacién antes y después de la aplicacion de
RubiDopa en ambos grupos de ratones; asi como la comparacion del efecto de la
lesion entre ratones control y hemiparkinsonianos en el periodo de actividad en
estado basal (antes de la aplicacion de RubiDopa). Dado que la N experimental es
pequefia (N=3), puede resultar dificil poder hacer conclusiones precisas acerca del
efecto de la aplicacion de RubiDopa. Con la finalidad de realizar un primer
acercamiento a evaluar nuestro fendmeno de estudio, se tomo aleatoriamente una
poblacion de rafagas equitativa por cada raton registrado (tabla suplementaria 5).
En las variables del niumero total de rafagas por intervalo de 5 minutos y el
coeficiente de variacion se utilizaron todas las rafagas registradas por ratén; en

estas variables solo se pudo evaluar la tendencia en los resultados.
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Figura 5. Procesamiento de rafagas en la banda Beta por el método de Wavelets.
Rafagas en la banda beta fueron preprocesadas por la funcidon scaleSpectrum de Matlab
(A). Esta funcion calcula la potencia de la banda de frecuencias de interés con analisis de
Wavelets (en medio). A partir del umbral de la sefial procesada, se identificaron las rafagas
en la banda de interés (panel inferior). Rafagas en otras bandas fueron estudiadas
siguiendo este mismo método de procesamiento. Caracteristicas como la amplitud,
duracion e IBI de las rafagas fueron cuantificados.
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Resultados

Conducta en campo abierto

Con el objetivo de caracterizar conductualmente a nuestro modelo
hemiparkinsoniano (Chen et al., 2018; Jaidar et al., 2019); realizamos una prueba
conductual de campo abierto para la evaluacion de la conducta de giro posterior a
la aplicacién de un agonista dopaminérgico, apomorfina en una dosis de 0.5 mg/kg.
La conducta de giro contralateral al sitio de lesion (en este caso giros hacia la
izquierda) inducida por la aplicacién de apomorfina es un indicativo del grado de
lesidn dopaminérgica producida por la degeneracion de la via nigroestriada
(Bjorklund & Dunnett, 2019). Al realizar el analisis del comportamiento, en el mapa
de calor observamos que, en condiciones basales, el raton control llega a
desplazarse mas que un raton hemiparkinsoniano; al administrar apomorfina el
movimiento reduce (fig. 6A,1-2). En el ratdbn hemiparkinsoniano se observa un
incremento la conducta de giro contralateral (fig. 6A,3-4). Nuestros resultados
demostraron que al administrar apomorfina subcutanea en ratones unilateralmente
lesionados con 6-OHDA, se observa una tendencia al incremento del giro
contralateral al sitio de lesion (lesién en hemisferio derecho) en comparacion con
los ratones control, los cuales no mostraron una tendencia al giro contralateral
(numero de giros ipsilaterales - numero de giros contralaterales) (fig. 6B). Lo anterior

nos permite determinar que los ratones hemiparkinsonianos de estudio cuentan con
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un avanzado grado de lesién (60-100%) de las neuronas dopaminérgicas de la SNc
al sitio donde se aplicé 6-OHDA (Bjorklund & Dunnett, 2019).
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Figura 6. Analisis de la conducta en la prueba de campo abierto. En el panel A se
muestran los mapas de calor de la actividad de un raton control (1 y 2) y un raton
hemiparkinsoniano (3 y 4) antes y durante la aplicacién de apomorfina (Apo); el grupo
control muestra una mayor distribucién de movimiento por todo el campo bajo condiciones
basales, sin embargo su desplazamiento disminuye al aplicar apomorfina; en el caso del
ratdn lesionado se observa que su desplazamiento disminuye en el campo y que este se
limita a un area reducida cuando se aplica apomorfina subdérmica. Nuestros resultados
muestran que al aplicar apomorfina (0.5 mg/kg) en el ratén hemiparkinsoniano (lesién en
hemisferio derecho) hay un incremento en la cantidad de giros contralaterales al sitio de la
lesion (ipsilaterales - contralaterales) por minuto (en sentido contrario a la lesién). En el
caso de ratones control, no se observa una preferencia de giro al aplicar apomorfina
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Efecto de la liberacion controlada de dopamina en el LFP registrado en
el DLS de ratones control

Para estudiar el efecto de la liberacion controlada de dopamina en DLS de ratones
control, se aplico RubiDopa, un compuesto de dopamina enjaulado en un
compuesto de Rutenio. La estimulacion a 15 Hz durante 5 minutos se realizé de
manera simultanea al registro del LFP in vivo durante condiciones de anestesia con
uretano. El efecto de la administracion de RubiDopa fue evaluado después del
protocolo de estimulacion a 15 Hz para evitar el analisis de ruido fotoeléctrico
provocado por la estimulacién. En la figura 7 se muestra una ventana de 100
segundos de un registro del LFP de un ratén control durante la condicion basal
(panel A, superior) y posterior a la aplicacion de RubiDopa (panel A, inferior). El
escalograma del registro en ratones control muestra una ligera disminucion en la
potencia de frecuencias lentas al comparar el efecto de la administracion de
RubiDopa (linea roja) registrado durante 5 minutos posteriores al registro de la

actividad basal (fig. 7B) (suplementaria 6).

Posteriormente en la figura 8 se compara el espectro de potencias, asi como la
mediana de la potencia (grafica de cajas) de las bandas de frecuencias antes (en
negro) y después (en azul) de la aplicacién de RubiDopa (basal y post RubiDopa)
registrado de ratones control. Las lineas mas delgadas de color gris (basal) y azul
(post RubiDopa) muestran el espectro de potencias registrado por cada ratén (fig.
8A). Las lineas de diferente color en la grafica de cajas (azul, naranja y amarillo)
muestran el cambio en la potencia producida por la estimulacion con RubiDopa
registrado por raton (N=3). Posterior a la administracion y estimulacion local con
RubiDopa (azul) a una frecuencia de 15 Hz, se observa que el espectro de potencias
registrado en ratones control muestra una tendencia a disminuir en comparacién al
estado basal (negro) (fig. 8A). Esta disminuciéon se observé especialmente en la
banda theta, donde los tres ratones muestran una disminucion de la potencia (N=3).
En las otras bandas se observa una ligera tendencia en la disminucion de la
potencia. Los valores de |la pendiente no resultaron ser estadisticamente distintas a
cero (valor de la pendiente donde no habria efecto) con una N = 3
(suplementaria 7).
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Figura 7. Registro del LFP anterior y posterior a la estimulacion con RubiDopaen DLS
deraton control. Registro del LFP (panel A) anterior (arriba) y posterior a la administracion
y estimulacion con RubiDopa (abajo) durante ventanas de 100 segundos. Escalograma de
del registro (panel B) del LFP en DLS de ratones control antes y después de la aplicacion y
estimulacién con RubiDopa a 15 Hz (linea color rojo). El escalograma fue generado con la
funcion CWT de MATLAB. La escala en el eje de la frecuencia es logaritmica (0.1-100 Hz).
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Figura 8. Espectro de potencias del LFP en ratones control antes y después de la
aplicacion de RubiDopa. En el panel A se muestra la media del espectro de potencias del
LFP bajo condiciones basales sin estimulacion en ratones control (negro) y post RubiDopa
(lineas azules). Las lineas mas delgadas muestran el espectro registrado por raton.
Graficas de caja de la potencia medida de bandas de frecuencias registradas del LFP: total
(B), delta (C), theta (D), beta (E) y gamma (F). Las lineas de cambio en las graficas de cajas
con diferente color representan el cambio de la potencia de cada ratdn registrado (N = 3)
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Efecto de la liberacion controlada de dopamina en el LFP registrado en
el DLS de ratones hemiparkinsonianos

El estudio de la liberacion controlada de dopamina en DLS también fue realizado en
ratones hemiparkinsonianos; a los cuales se les inyecté la toxina 6-OHDA en SNpc
2-3 semanas antes de realizar el registro. Durante el registro se administro
RubiDopa de manera local in vivo en condiciones de anestesia con Uretano. En la
figura 9 se muestra una ventana de 100 segundos de un registro de LFP en DLS
realizado en un ratén hemiparkinsoniano durante la condicion basal (panel A,
superior) y posterior a la aplicacion de RubiDopa (panel A, inferior). El escalograma
del registro en un ratén unilateralmente lesionado con 6-OHDA muestra una
disminucién importante de la potencia en todas las bandas de frecuencias, asi como
una disminucion de la frecuencia de aparicion de rafagas (fig. 9B). A diferencia del
raton control, el ratbn hemiparkinsoniano muestra una actividad discontinua del
LFP.

Posteriormente, en la figura 10 se hace una comparacion del espectro de potencias,
asi como la potencia de las bandas de frecuencias antes y después de la aplicacién
y estimulacion a 15 Hz con RubiDopa (basal y post RubiDopa) en ratones
hemiparkinsonianos. Las lineas mas delgadas de color gris (basal) y rojo (post
RubiDopa) muestran el espectro de potencias registrado por cada raton (fig. 10A).
Posterior a la administracién y estimulacién local con RubiDopa (rojo), se observa
que el espectro de potencias registrado en ratones lesionados con 6-OHDA muestra
una tendencia a disminuir en comparacion al estado basal (en color negro) (fig.
10A). También se observa una tendencia en la disminucion de la potencia de la
banda beta en al menos dos ratones registrados. El incremento de la potencia de la
banda beta esta fuertemente ligado a la EP y a la deplecion de dopamina en el
circuito mCGBT (Merchant & Bartolo, 2018). La tendencia en la disminucion de la
potencia se observé mas en las bandas cuyas frecuencias son bajas, sin embargo,
el cambio de la potencia (pendiente) no resulté ser estadisticamente diferente del

cero (N=3) (fig. 10) (suplementaria 7).
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Figura 9. Registro del LFP antes y después de la estimulacién con RubiDopa en DLS
de un raton hemiparkinsoniano. Registro del LFP (panel A) anterior (arriba) y posterior a
la administracion y estimulacion con RubiDopa (abajo) en un ratdon hemiparkinsoniano.
Escalograma de la sefal (panel B) de ratones antes y después de la aplicacion y
estimulacion con RubiDopa a 15 Hz. El escalograma fue generado con la funcion CWT de
MATLAB. La escala en el eje de la frecuencia es logaritmica.
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Figura 10. Espectro de potencias del LFP en ratones hemiparkinsonianos antes y
después delaaplicacion de RubiDopa. En el panel A se muestra el espectro de potencias
del LFP bajo condiciones basales sin estimulacion en ratones hemiparkinsonianos (negro)
y post RubiDopa (rojo). Las lineas mas delgadas muestran el espectro registrado por raton.
Graficas de caja de la potencia medida de bandas de frecuencias registradas del LFP: total
(B), delta (C), theta (D), beta (E) y gamma (F). Las lineas de cambio en las graficas de cajas
con diferente color representan a cada raton registrado (N = 3).
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Efecto de la liberacion controlada de dopamina en rafagas del LFP
registrado en el DLS de ratones control y hemiparkinsonianos

Debido a que el espectro de frecuencias obtenido por CWT no muestra los
momentos de transicion donde ocurren los incrementos de potencia, se realiz
también el analisis de las rafagas registradas de distintas bandas de frecuencias.
Para ello se realiz6 el procesamiento offline del LFP con el fin de obtener el scale-
average wavelet spectrum, sefal que fue utilizada para el estudio de las rafagas y
cuyo procesamiento fue previamente explicado en el apartado de Estrategia

experimental (fig. 5).

Rafagas en la banda delta
En la figura 11 se observan los registros tipicos de la potencia del LFP en la banda

delta en funcion del tiempo antes (arriba) y después de la aplicacion de RubiDopa
(abajo) en ratones control (panel A) y hemiparkinsoniano (panel B, color rojo). La
aplicacion de RubiDopa muestra una disminucion de la potencia en el registro de
ambos grupos de ratones, ademas de diferencias en el patrén de las rafagas entre
controles y hemiparkinsonianos durante condiciones basales (antes de la

estimulacion con RubiDopa).
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Figura 11. Registros tipicos de la potencia en banda delta en funcién del tiempo antes
y después de la estimulacion con RubiDopa. Scale-Average Wavelet Spectrum de la
banda delta del LFP antes (basal) y después de la estimulacién con RubiDopa a 15 Hz (Post
RubiDopa) en DLS de ratones control (panel A) y hemiparkinsonianos lesionados con 6-
OHDA (panel B).
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En la figura 12 se muestran las variables estudiadas de rafagas en la banda delta
de 3 ratones control y 3 ratones lesionados antes y después de la aplicacion con
RubiDopa. El numero de rafagas estudiadas por ratén se igualdé tomando
aleatoriamente un numero de rafagas por cada raton para la comparacion
estadistica antes y después de la estimulacion de RubiDopa a 15 Hz en las variables
de la amplitud, la duracion e IBI (sup. 5). La lesién inducida por 6-OHDA en ratones
hemiparkinsonianos induce un incremento significativo en la amplitud de rafagas de
la banda delta (P = 0.008) (fig. 12A). La aplicacion de RubiDopa disminuye
significativamente la amplitud de las rafagas en Delta (fig. 12A) en ratones control
(P = 0.01) y hemiparkinsonianos (P = 0.012); en ratones hemiparkinsonianos se
muestra una tendencia a corregir la amplitud de las rafagas en delta a lo mostrado
por ratones control. La estimulacion con RubiDopa no modifica la duracién media
de las rafagas en ratones control, pero si disminuyen su duracion en ratones
hemiparkinsonianos de manera significativa (P = 0.039) (fig. 12B). El numero de
rafagas registradas en un intervalo de cinco minutos muestra una tendencia a
disminuir en al menos dos ratones control, mientras que en ratones
hemiparkinsonianos disminuyo en los tres ratones registrados (fig. 12C). El IBI no
mostré cambios significativos después de la estimulacién con RubiDopa en ambos
grupos de ratones (fig. 12D). Finalmente, el coeficiente de variacién no mostré una
tendencia clara en el grupo control, sin embargo, en ratones hemiparkinsonianos si
se observé una tendencia a incrementar después de la estimulacion con RubiDopa
(fig.12E) (N = 3).

En conclusion, la estimulacion con RubiDopa disminuye significativamente la
potencia de rafagas en la banda delta registradas de ratones hemiparkinsonianos,
que bajo condiciones patolégicas muestran un incremento de la amplitud a
comparacion de rafagas registradas de ratones control. Este decremento de la
amplitud de las rafagas podria estar ligado a la tendencia en el decremento de la
potencia en la banda delta registrada en el espectro de potencias de ratones control
y hemiparkinsonianos (figs. 8 y 10 respectivamente). La aplicacion de RubiDopa
también influye sobre la duracién de las rafagas registradas de ratones

hemiparkinsonianos, disminuyendo la duracion.
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Figura 12. Efecto de la estimulacién con RubiDopa en rafagas de la banda delta
registradas en ratones control y hemiparkinsonianos. Graficas de cajas de la A:
Amplitud, B: Duracion, C: Numero de rafagas, D: Intervalo Inter rafaga (IBI) y E: coeficiente
de variacién registradas de rafagas en la banda delta del LFP en DLS de ratones control y
hemiparkinsonianos bajo condiciones basales y posterior a la estimulacién con RubiDopa a
15 Hz. Control (Ctrl), post RubiDopa control (Ctrl+RDopa), hemiparkinsoniano (6-OHDA),
post RubiDopa hemiparkinsoniano (6-OHDA+RDopa). Las lineas de diferentes colores
muestran el cambio por cada ratén registrado.

Rafagas en la banda theta
Rafagas en la banda Theta fueron estudiadas a partir del procesamiento offline del

LFP explicado en el apartado de Estrategia experimental (fig. 5) en un rango de 5-
12 Hz. En la figura 13 se observan los registros tipicos de la potencia del LFP en el
ritmo theta en funcién del tiempo antes (arriba) y después de la aplicaciéon de
RubiDopa (abajo) en ratones control (panel A) y hemiparkinsoniano (panel B, color
rojo). La aplicacion de RubiDopa muestra una disminucién de la potencia en el

registro de ambos grupos de ratones, pero con una mayor disminucion en ratones
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hemiparkinsonianos. Ratones hemiparkinsonianos muestran una mayor amplitud en

rafagas de la banda theta.
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Figura 13. Registros tipicos de la potencia en bandatheta en funcién del tiempo antes
y después de la estimulacion con RubiDopa. Scale-Average Wavelet Spectrum de la
banda theta del LFP antes (basal) y después de la estimulaciéon con RubiDopa a 15 Hz
(Post RubiDopa) en DLS de ratones control (panel A) y hemiparkinsonianos lesionados con
6-OHDA (panel B).
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En la figura 14 se muestran las variables estudiadas de rafagas en la banda theta
de 3 ratones control y 3 ratones hemiparkinsonianos antes y después de la
aplicacion con RubiDopa. Para la comparacion estadistica se equilibré el numero
de rafagas (sup. 5). La lesion inducida por 6-OHDA en ratones hemiparkinsonianos
provoca el incremento significativo en la amplitud de rafagas de la banda theta a
comparacion de la amplitud de las rafagas de ratones control (P < 0.001) (fig. 14A).
La estimulacion con RubiDopa disminuye significativamente la amplitud de las
rafagas en theta unicamente en los ratones hemiparkinsonianos (fig. 14A)
(P = 0.018). Con respecto a la duracién de las rafagas, se observo un decremento
significativo de la duracion en ratones hemiparkinsonianos (fig. 14B) (P = 0.015). La
estimulacion con RubiDopa no modifica la duracion media de las rafagas en ambos
grupos (fig. 14B). El numero de rafagas registradas en un intervalo de cinco minutos
muestra una ligera tendencia a disminuir en ambos grupos (fig. 14C). El IBI mostré
un incremento en ratones hemiparkinsonianos a diferencia de ratones control (P =
0.02) (fig. 14D). Finalmente, el coeficiente de variacion no mostré una tendencia

clara en ninguno de los grupos (fig. 14E) (N = 3).

En conclusion, la lesion con 6-OHDA produce un incremento de la potencia de
rafagas de la banda theta del DLS. Sin embargo, la estimulacion con RubiDopa
produce una disminucién de la amplitud de rafagas registradas de ratones
hemiparkinsonianos, normalizando parcialmente las alteraciones provocadas por la
lesion. En ratones control no se observaron efectos. En las rafagas theta se observa
un incremento del IBI en ratones hemiparkinsonianos a comparacion de ratones
control (fig. 14E)
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Figura 14. Efecto de la estimulacion con RubiDopa en rafagas de la banda theta
registradas en ratones control y hemiparkinsonianos. Gréficas de cajas de la A:
Amplitud, B: Duracién, C: Numero de rafagas, D: Intervalo Inter rafaga (IBl) y E: coeficiente
de variacion registradas de rafagas en la banda theta del LFP en DLS de ratones control y
hemiparkinsonianos bajo condiciones basales y posterior a la estimulacion con RubiDopa a
15 Hz. Control (Ctrl), post RubiDopa control (Ctrl+RDopa), hemiparkinsoniano (6-OHDA),
post RubiDopa hemiparkinsoniano (6-OHDA+RDopa).

Rafagas en la banda beta
También se realiz6 el analisis de rafagas en la banda beta () delimitada entre los

12 y 30 Hz. En el panel A de la figura 15 muestran los registros tipicos del LFP en
la banda beta antes (arriba) y después de la aplicacion de RubiDopa (abajo) de un
ratdén control en una ventana de 100 segundos. En el panel B se muestra el registro
tipico de un ratdn hemiparkinsoniano. La aplicacion de RubiDopa muestra una
disminucion de la potencia en rafagas de en uno de los ratones hemiparkinsonianos
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(fig.15B). Durante condiciones basales se muestra un incremento de la potencia en

rafag

as de la banda beta registradas en el DLS de ratones hemiparkinsonianos.

B(12-30Hz)
A .2 Control Basal
3 —
ol
£
o2
©°
o
| Mwl
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ok 102 Post RubiDopa
3 f—
=
e
82
[#]
o

Potencia
- [N w =~ W o —

=

Potencia
— (%] [#) o

=)

ST SR TR Y O W

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
% 103 G'OHDA Basal
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
w1072 Post RubiDopa
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
Tiempo (s)

Figura 15. Registros tipicos de la potencia en banda beta en funcion del tiempo antes

y des

pués de la estimulacion con RubiDopa. Scale-Average Wavelet Spectrum de la

banda beta del LFP antes (basal) y después de la estimulacion con RubiDopa a 15 Hz (Post
RubiDopa) en DLS de ratones control (panel A) y hemiparkinsonianos lesionados con 6-
OHDA (panel B).
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En la figura 16 se muestran las variables estudiadas de rafagas en la banda beta de
3 ratones control y 3 ratones hemiparkinsonianos antes y después de la aplicacion
con RubiDopa. ElI numero de rafagas estudiadas por ratéon se equilibré para la
comparacion estadistica antes y después de la aplicacion de RubiDopa
(sup. 5) y entre grupos. La lesion inducida por 6-OHDA provoca en ratones
hemiparkinsonianos un aumento significativo en la amplitud de rafagas de la banda
beta (P < 0.001) y disminucidn significativa de la duracion de las rafagas (P < 0.001)
(fig. 16A). Sin embargo, la aplicacién de RubiDopa no disminuye la amplitud de las
rafagas en beta de ratones control ni hemiparkinsonianos (fig. 16A). Tampoco
modifica la duracién media de las rafagas en ninguno de los dos grupos de manera
significativa (fig. 16B). En el analisis de rafagas por medio del rectificado del LFP si
se observo una disminucién significativa de la amplitud de las rafagas después de
la estimulacién con RubiDopa en ratones hemiparkinsonianos (sup 3). El numero de
rafagas registradas en un intervalo de cinco minutos disminuy6 considerablemente
en uno de los ratones control, mientras que en ratones hemiparkinsonianos se
observo una tendencia a disminuir (fig. 16C). El IBI no mostré estar incrementado
en rafagas de ratones hemiparkinsonianos a comparacion del control y tampoco se
observaron cambios en esta variable después de la aplicacion de RubiDopa en
ninguno de los dos grupos (fig. 16D). Finalmente, el coeficiente de variacién no
mostré una tendencia de cambio clara en el grupo control, asi como en ratones

hemiparkinsonianos (fig. 16E) (N = 3).

En conclusién, se observan cambios significativos en la amplitud y duracién de las
rafagas registradas en la potencia beta de ratones hemiparkinsonianos en
comparacion a lo presentado por ratones control, sin embargo, estas alteraciones
no son sensibles a la estimulaciéon con RubiDopa a una frecuencia de 15 Hz. La
estimulaciéon con mayor frecuencia podria reflejar cambios en la amplitud de las

rafagas
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Figura 16. Efecto de la estimulacion con RubiDopa en rafagas de la banda beta
registradas en ratones control y hemiparkinsonianos. Graficas de cajas de la A:
Amplitud, B: Duracion, C: Numero de rafagas, D: Intervalo Inter rafaga (IBI) y E: coeficiente
de variacion registradas de rafagas en la banda beta del LFP en DLS de ratones control y
hemiparkinsonianos bajo condiciones basales y posterior a la estimulaciéon con RubiDopa a
15 Hz. Control (Ctrl), post RubiDopa control (Ctrl+RDopa), hemiparkinsoniano (6-OHDA),
post RubiDopa hemiparkinsoniano (6-OHDA+RDopa).

Rafagas en la banda gamma
Finalmente se realiz6 el mismo analisis con interés en la potencia del ritmo

gamma (y), la cual se encuentra entre los 30-80 Hz. La figura 17 muestra el registro
tipico procesado de la actividad en la banda gamma y el efecto de la liberacion
controlada de dopamina con RubiDopa en DLS de ratones control (panel A) y

hemiparkinsonianos (panel B) en una ventana de 100 segundos.

En la figura 18 se muestran las variables estudiadas de rafagas en la banda gamma

de 3 ratones control y 3 ratones hemiparkinsonianos antes y después de la
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aplicacién con RubiDopa. Para la comparacion estadistica, se tomé un numero de
rafagas equivalente entre los ratones pertenecientes a un grupo (control o
hemiparkinsoniano) (sup. 5). En estos resultados no se observaron cambios en la
amplitud de las rafagas entre controles y hemiparkinsonianos durante condiciones
basales (fig. 18A). La aplicacién de RubiDopa tampoco modifica la amplitud de las
rafagas en gamma en ratones control y hemiparkinsonianos (fig. 18A). Con respecto
a la duraciéon media de las rafagas, se observd un decremento significativo de la
duracién de estas en ratones hemiparkinsonianos contra los ratones control
(P = 0.05) (fig. 18B). Pero no se observaron cambios en la duracion media de las
rafagas de ambos grupos provocados por la estimulacion con RubiDopa (fig. 18B).
En ratones control se muestra que la aplicacion de RubiDopa genera una tendencia
en la disminucién en el numero de rafagas (fig. 18C). El IBI mostrd un incremento
notorio en ratones hemiparkinsonianos en comparacion a lo mostrado por ratones
control (P < 0.001); al estimular la liberacion de dopamina solo se observé un
aumento del IBI de ratones control, pero no de ratones hemiparkinsonianos
(P < 0.006) (fig. 18D) Finalmente, el coeficiente de variacion no mostré una

tendencia clara en ninguno de los dos grupos (fig. 18E) (N = 3).

En conclusion, la lesidén con 6-OHDA produce alteraciones significativas en la
duracion de las rafagas, asi como en el IBIl, sin embargo, la estimulacion con

RubiDopa solo produjo un incremento del IBI en el grupo control.
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Hz (Post RubiDopa) en DLS de ratones control (panel A) y hemiparkinsonianos lesionados
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Discusion

En primer lugar, la aplicacion subdérmica de 0.5 mg/kg de apomorfina en ratones
hemiparkinsonianos provoco una conducta de giro contralateral al sitio de lesion,
caracteristica del modelo hemiparkinsoniano. El modelo generado por la inyeccion
de 6-OHDA en SNpc, a comparacion de la inyeccidn realizada en el fasciculo
prosencefalico medial (MFB, medial forebrain bundle), no incide considerablemente
sobre las proyecciones dopaminérgicas que provienen del VTA. Por lo que el grado
de lesion en ratones lesionados en SNc no llegar a ser siempre del 100%. En estos
ratones la tendencia al giro ipsilateral de la lesidén es evidente a simple vista; sin
embargo, existe un mayor grado de correlacion entre el giro contralateral inducido
por apomorfina y el grado de la lesion de la via dopaminérgica (Bjorklund & Dunnett,
2019). De acuerdo con lo reportado anteriormente en este modelo de enfermedad
de Parkinson y por el numero de giros contralaterales dados por minuto en nuestros
ratones, el grado de lesién dopaminérgica alcanzado en este protocolo fue de
moderado a severo. Lo cual indica que hubo una degradacion de la via nigroestriada
de al menos el 60% en dos de los ratones y un 90 - 100% en uno de los ratones

hemiparkinsonianos (Bjorklund & Dunnett, 2019).

Comparando los resultados de ambos analisis de rafagas podemos concluir que la
EP genera un incremento significativo en la amplitud de la potencia de rafagas de
las bandas delta, theta y beta registradas en el DLS de ratones hemiparkinsonianos
en comparacion ratones control. También se observo una disminucion significativa
en la duracién de rafagas de las bandas theta, beta y gamma de ratones
hemiparkinsonianos en comparacion a la duracion de las rafagas de ratones control.
Nuestros resultados sugieren que la EP no solo altera la potencia con la que grupos
neuronales podrian estar representandose en el estriado; en adicion, podrian existir
alteraciones en la duracion y temporalidad de las rafagas en bandas del LFP, lo cual

no se aborda comunmente en la bibliografia.

El incremento en la potencia de estos tres ritmos (delta, theta y beta) esta asociado
a lo reportado durante la EP (Asch et al., 2020; Brown, 2003; Jenkinson & Brown,
2011; Leung & Yim, 1993). Al aplicar RubiDopa (1.5 ul, 300 uM)
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y estimular a una frecuencia de 15 Hz se observé una disminucion significativa de
la amplitud de rafagas de las bandas delta y theta registradas en el en el DLS
hemiparkinsoniano. Lo anterior demuestra que parcialmente se revirtieron las
alteraciones en la actividad espontanea de rafagas del modelo hemiparkinsoniano
mediante la utilizacion de un método que permite la liberacion controlada de
dopamina. En el grupo control solo se observo una disminucién en la potencia de

las bandas el delta.

Al estudiar el efecto de la estimulaciéon con RubiDopa sobre el LFP de ratones
control y hemiparkinsonianos se observd una disminucion de la potencia en
frecuencias bajas, pertenecientes a la banda delta del LFP. Este decremento en la
potencia delta, podria deberse al incremento en la concentracién de dopamina, lo
cual ya ha sido reportando con anterioridad, por estimulaciéon del VTA a 10 Hz
(Leung & Yim, 1993). Se sabe que la disminucion de la potencia de banda ocurre
durante periodos de movimiento; dicho de otra manera, su desincronizacion
favorece la generacién de los movimientos (Leung & Yim, 1993). Esto es un
indicativo de que la administracion de RubiDopa podria tener repercusiones

favorables en la conducta motora de los ratones hemiparkinsonianos.

Ademas, encontramos que la estimulacion con RubiDopa produce un mayor efecto
en la potencia delta, theta y beta del espectro en el DLS de ratones
hemiparkinsonianos. Este incremento del efecto de la aplicacién de RubiDopa en
ratones lesionados podria estar explicado por investigaciones donde se demuestra
que durante la enfermedad de Parkinson existe un aumento de la sensibilidad a
dopamina, inducida por el incremento en el numero de receptores (Hisahara &

Shimohama, 2011; Lee, Seeman, Rajput, Farley, & Hornykiewicz, 1978).

En lo que respecta a la banda theta, se observé un incremento de la potencia en
rafagas registradas de ratones hemiparkinsonianos. Se sabe que el incremento de
la potencia en la banda theta esta correlacionada positivamente con la generacion
de temblores en pacientes parkinsonianos (Asch et al., 2020). En el registro de la
banda theta se observaron unicamente cambios en la amplitud de las rafagas en los

ratones hemiparkinsonianos; por lo que, en teoria, una disminucion en la potencia
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theta provocada por la liberacion de dopamina en el estriado promoveria la

desaparicion de estos signos de la enfermedad.

El grupo de Costa y colaboradores describié los cambios en la potencia de las
bandas delta, theta, beta y gamma producidos por periodos de aquinesia,
movimiento o administracion de bloqueadores y agonistas (levodopa)
dopaminérgicos en el registro del estriado in vivo (Burkhardt et al., 2009; Costa et
al., 2006). Al administrar levodopa sistémica en estos ratones, ellos reportan un
decremento de la potencia en las bandas delta y beta, y un incremento en la
potencia de las bandas theta y gamma (Costa et al., 2006). En nuestros resultados,
la estimulacion con RubiDopa provocé el decremento de la potencia en la banda
delta del LFP registrado en el DLS de ratones control (fig. 19A). Mientras que en
ratones hemiparkinsonianos el decremento de la potencia fue mayor en las bandas
delta, theta y beta del espectro (fig. 19B). La reduccién en la banda delta concuerda
con lo encontrado por el grupo de Costa. A diferencia de ellos, nosotros no
observamos un incremento de la potencia en las bandas theta y gamma del
espectro. Esto probablemente se debe a que ellos realizaron los registros con
ratones en libre movimiento, mientras que en nuestros experimentos se realizé en

ratones anestesiados.

Otro articulo publicado por el grupo de Costa reportd que el bloqueo de los
receptores a dopamina del tipo D2, expresados por iMSNSs, incrementan la potencia
de las bandas delta/beta y decrementa la potencia de la banda gamma. Por lo que
cambios en el LFP del estriado podrian estar mediados principalmente por la
activacion o inactivacion de neuronas de la via indirecta (Burkhardt et al., 2009).
Bajo este supuesto, se podria proponer que la disminucion en la potencia de la
banda delta, theta y beta del espectro de frecuencias que presentaron los ratones
hemiparkinsonianos, podria estar inducida por la activacién del receptor D2 al

momento de la estimulacién con RubiDopa.

El mecanismo que podria estar detras de la desincronizacion se explica por registros
en la configuracién de whole-cell, realizados en rebanadas de la corteza y estriado

de ratas lesionadas por aplicacion de 6-OHDA. En los que se demostré que la
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aplicacién de un agonista selectivo a receptores D2 en este modelo, decrementa la
amplitud de la corriente post sinaptica excitatoria sobre el estriado (Picconi,
Centonze, Rossi, Bernardi, & Calabresi, 2004). Por otra parte, otros estudios
sugieren un decremento en la liberacion de glutamato y decremento de los
potenciales post sinapticos por una disminucion en la entrada de calcio extracelular
en las terminales presinapticas del estriado (Higley & Sabatini, 2010). Este
decremento de la entrada sinaptica proveniente de la corteza e inducida por
agonistas D2 podria verse disminuida al aplicar agonistas dopaminérgicos como es
el caso de la RubiDopa, promoviendo una desincronizacion de las bandas delta o

beta registradas en el estriado, principalmente.

El incremento de la sincronizacion de la banda beta en distintas zonas del encéfalo
que forman parte del circuito mCBGT se ha correlacionado con la aparicion de
sintomas relacionados a la enfermedad de Parkinson, asi como la deplecion
dopaminérgica de la via nigroestriada (Jenkinson & Brown, 2011; Merchant &
Bartolo, 2018; Silberstein et al., 2003). Lo anterior llevo a la aplicacion de terapias
de reemplazo de dopamina, como el uso de Levodopa, para ayudar al tratamiento
de la enfermedad. Sin embargo, la administracion sistémica de levodopa puede
inducir otra serie de sintomas no asociados a la enfermedad de Parkinson; como
disquinesias o padecimientos con implicaciones en la funcién cardiaca (Hisahara &
Shimohama, 2011). La disminucion de la potencia beta en el estriado de dos ratones
lesionados que aqui presentamos, sugiere que se puede utilizar la RubiDopa como
un método alternativo de terapia de remplazo de dopamina para liberar este

neurotransmisor con una mayor resolucion temporal y espacial.
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Figura 19. Figura resumen del efecto de la estimulacién con RubiDopa en ratones
control y hemiparkinsonianos en el circuito mCBGT. La estimulacién con RubiDopa en
DLS promueve la disminucion de la potencia de rafagas de baja frecuencia en ratones
control (A) y hemiparkinsonianos (B); esto podria estar mediado principalmente por la
inactivacién de la via indirecta (activacién de iIMSNs con receptor D2). El efecto de la
estimulacion con RubiDopa podria estar amplificado en ratones hemiparkinsonianos debido
a un incremento en la sensibilidad a dopamina (panel B).
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Conclusiones
e Se estandarizo el registro de la actividad eléctrica del estriado dorsolateral

simultaneo a la administracion y estimulacion con RubiDopa

e Lalesion por 6-OHDA induce un incremento en la potencia de rafagas delta,
theta y beta del DLS, asi como una disminucion de la duracion de rafagas en
las bandas theta, beta y gamma.

e Laliberacion controlada de dopamina produce un decremento de la potencia
en rafagas de la banda delta de ratones control.

e La liberaciéon controlada de dopamina produce un decremento significativo
de la potencia en rafagas de las bandas delta y theta de ratones
hemiparkinsonianos, lo cual restaura parcialmente la actividad aberrante del

DLS hemiparkinsoniano.

Perspectivas
En este proyecto se estudio la liberaciéon de RubiDopa a una frecuencia de 15 Hz;

sin embargo, podrian ponerse a prueba frecuencias de estimulacién mas altas que

induzcan una mayor liberacion de dopamina en el estriado.

Nuestros resultados sugieren que hay una mayor tendencia en la disminucion de la
potencia de las bandas Delta y Theta en el LFP en ratones hemiparkinsonianos. Por
ello, otro aspecto importante para estudiar a futuro es si existe una correlacién entre
el grado de lesion dopaminérgica y el efecto de la liberacién controlada de dopamina
utilizando RubiDopa. Finalmente podria estudiarse si la estimulacién recurrente o
cronica restaura en su totalidad las alteraciones que la enfermedad de Parkinson

podria estar generando en la actividad del estriado.

Finalmente, aun hace falta explorar a profundidad las posibles alteraciones en la
temporalidad de las rafagas, por medio de la realizacién de diagramas de Poincaré
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Figuras suplementarias

Analisis de rafagas por medio de rectificacion
Para aislar las rafagas, primero se realizo el filtrado del LFP en las distintas bandas

del espectro con un filtro pasabandas dependiendo el rango de frecuencias de
interés. Después se rectifico la sefial y finalmente se suavizé con un filtro de media
de 400 ms (Tinkhauser et al., 2017). Este procedimiento se realizé en todas las
bandas (delta, theta, beta y gamma) para obtener los trazos procesados antes y
después de la aplicaciéon de RubiDopa (paneles A y B). Los resultados mostraron
un incremento de la potencia en rafagas de las bandas delta, theta y beta en ratones
hemiparkinsonianos a comparacion del ratén control durante las condiciones
basales, previo a la estimulacién con RubiDopa a 15 Hz (sup. 1C, 2C, 3C, 4C). No
se observaron cambios significativos en la duracion de las rafagas (sup. 1D, 2D, 3D,
4D), ni en el IBI (sup. 1E, 2E, 3E, 4E). EI CV mostro ligeros incrementos en las
rafagas de ratones hemiparkinsonianos a diferencia de los ratones control. La
aplicacién de RubiDopa muestra un efecto en la amplitud de las rafagas en ambos

grupos de ratones en todas las bandas de frecuencias.
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Suplementaria 1. Efecto de la estimulacidon con RubiDopa en rafagas de labandadelta
registradas de ratones control y hemiparkinsonianos por el método de filtrado
rectificacion y suavizado del LFP. Registro tipico de rafagas en delta (1-5 Hz) anterior y
posterior a la estimulacion con RubiDopa en ratones control (A) y lesionados (B). Medianas
de la amplitud (C), duracién (D), IBI (E) y CV(F)
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Suplementaria 2. Efecto de la estimulacion con RubiDopa en rafagas de labandatheta
registradas de ratones control y hemiparkinsonianos por el método de filtrado
rectificacion y suavizado del LFP. Registro tipico de rafagas en theta (5-12 Hz) anterior
y posterior a la estimulacion con RubiDopa en ratones control (A) y lesionados (B).
Medianas de la amplitud (C), duracién (D), IBI (E) y CV(F).
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Suplementaria 3. Efecto de la estimulacion con RubiDopa en rafagas de la banda beta
registradas de ratones control y hemiparkinsonianos por el método de filtrado
rectificacion y suavizado del LFP. Registro tipico de rafagas en beta (12-30 Hz) anterior
y posterior a la estimulacion con RubiDopa en ratones control (A) y lesionados (B).
Medianas de la amplitud (C), duracién (D), IBI (E) y CV(F).
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Ctrl Ctrl+RDopa 6-OHDA 6-OHDA+RDopa

Delta 18 18 18 18
Theta | 50 50 50 50
Beta | 102 102 102 102
Gamma | 83 83 83 83

Suplementaria 5. Numero de rafagas consideradas por raton registrado para el
andlisis estadistico en la amplitud, duracion e IBI por ratdn en el analisis de rafagas
utilizando Wavelets
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< DESVIACION PENDIENTE
CONDICION RATON PROMEDIO ESTANDAR MEDIANA RANGO SIMETRIA KURTOSIS (PSD)
BASAL
CONTROL 1 9.70E-16 67.77800606 5.08028357 740.118201 -0.32134955 3.76205891 -0.934473389
2 7.64E-15 97.29995425 -1.87860355 919.179486 0.28208676 4.56236151 -0.912444807
3 2.93E-14 55.26623623 -0.15608868 665.77666 0.22928487 5.40704841 -0.895728018
POST
RUBIDOPA 1 -8.12E-16 60.85796987 4.93818818 591.587309 -0.4781046 3.78637374 -0.921576055
CONTROL
2 -2.26E-15 54.57733018 1.10544897 518.000932 -0.24601793 4.32563508 -0.86863311
3 -1.96E-15 58.45619152 2.13010464 616.968493 -0.20300439 3.79822132 -0.960740386
GB-gsI;-lADLA 1 -1.04E-15 52.81061358 2.33882294 707.320643 -1.10160217 8.03681274 -0.93850473
2 5.38E-15 49.93343901 -0.59381075 726.081025 -0.6143998 8.38540306 -0.818894966
3 -4.59E-15 57.0076862 2.46257928 597.082297 -0.57106409 4.69110512 -0.791009802
POST
RUBIDOPA 1 8.62E-15 44.59759492 0.00421113 748.162976 -0.14644147 8.56034235 -0.916688175
6-OHDA
2 1.15E-15 40.69275044 0.5445087 592.628858 -0.96218191 10.34805 -0.865813626
3 -1.47E-15 53.50636344 3.57270576 591.02845 -0.74416497 5.02266004 -0.883979587

Suplementaria 6. Estadistica del LFP registrado del estriado durante diferentes condiciones
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Control 6-OHDA

Potencia Potencia Post Potencia Potencia Post

Basal RubiDopa Pendiente Basal RubiDopa Pendiente
Totg  RAtont| 1653 15.95 -0.58 13.84 11.65 2.19
(180 Hz) Raton2| 1584 12.92 2.93 13.98 12.90 -1.08
Raton3| 13.34 12.86 -0.48 14.88 14.27 -0.61
Dol Ratont|  19.30 18.58 0.72 16.57 14.21 2.36
(15 Hy) Raton2|  18.20 15.46 2.75 17.03 15.98 -1.05
Raton3| 15.74 15.60 -0.14 17.41 16.98 -0.43
Thet Raton1| 14.51 13.87 20.63 12.12 10.10 2.02
(5_126 Iﬁz) Raton2|  10.89 10.20 -0.69 11.12 10.67 -0.45
Raton3| 12.57 11.76 -0.81 13.02 12.13 -0.89
Bea  Ratont| 1104 10.93 011 8.04 6.70 1.34
(12.30 Hz) Raton2| 882 8.10 0.72 9.17 8.00 1.17
Raton3|  7.61 6.17 1.44 9.56 0.83 0.27
Raton1| 8.68 8.54 0.14 4.90 4.44 -0.47
Gamma o2l 6.52 6.15 -0.37 747 5.87 -1.30
(30-80 HZ) aton . . . . . .
Raton3|  6.09 417 -1.92 8.30 7.66 -0.63
Grupo Total Delta Theta Beta Gamma
Control 0.239 0.268 0.006 0.188 0.283
6-OHDA 0.109 0.154 0.140 0.282 0.089

Suplementaria 7. Cambios en la potencia del espectro provocados por la estimulacion con RubiDopa. Valores de potencia
registrados por el analisis de espectro realizado con transformada de Wavelets (time-averaged Wavelet Spectrum) y su pendiente de
cambio provocados por la estimulacion con RubiDopa (tabla superior). Valores de P estadisticos de las pendientes de cambio
provocadas por la estimulacién con RubiDopa (tabla inferior). P estadistico por prueba t-test.
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