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RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa provocada por la
privacion de dopamina (DA) debida a la pérdida de terminales de este modulador
en los ganglios basales. Esta se acompafia de un aumento en la acetilcolina (ACh)
y una hiperactividad patolégica de las neuronas del ndcleo estriado durante el
parkinsonismo. En esta tesis demostramos que la hipercolinergia se debe a
modificaciones especificas en el patron de disparo de las interneuronas colinérgicas
(CINs) lo que lleva a una hiperactividad generalizada del circuito parkinsoniano.
Para eso tuvimos que evaluar la actividad de docenas de interneuronas colinérgicas
identificadas con resoluciébn de célula Unica, simultaneamente y durante varios
minutos utilizando imagenologia de calcio ex vivo, asi como registros
electrofisiologicos en rebanadas de cerebro de ratones ChAT-Cre. En el modelo de
deplecion dopaminérgica (6-OHDA; parkinsonismo experimental en roedores),
mostramos que las interneuronas colinérgicas exhiben hiperactividad y un patrén de
disparo en rafagas prolongadas interrumpidas por silencios. Verificamos que la
hiperactividad de las CINs se debe en parte a la modificacién de sus propiedades
intrinsecas. Pero lo mas importante es que demostramos que las entradas
sinapticas glutamatérgica y GABAérgica que inervan a las CINs contribuyen en gran
medida a su hiperactividad patolégica modificando su patrén de disparo. Ademas,
también participa la propia transmision colinérgica a travées de receptores
nicotinicos, lo que sugiere que la actividad coordinada de las CINs impulsa el
fendbmeno parkinsoniano ya que las CINs estriatales expresan autorreceptores
nicotinicos, no expresados en las neuronas de proyeccion (SPNs: striatal projection
neurons). Concluimos que las entradas sinapticas a las CINs desempefian un papel
importante para que exhiban hiperactividad patoldgica, la cual parece impulsar la de
todo el circuito parkinsoniano. Estos hallazgos sugieren que la modificacion de las
entradas sinapticas a las CINs puede ser un objetivo terapéutico para el tratamiento

de la enfermedad de Parkinson.



1.0 INTRODUCCION

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una afeccion neurodegenerativa en la que se
presenta la pérdida progresiva de los niveles de dopamina (DA) en el cerebro,
principalmente en los ganglios basales, la corteza y el talamo. Esto genera la
aparicion de sintomas motores como son bradicinesia, rigidez y temblor en las
extremidades. Estos signos se acompafan de hiperactividad generalizada y
sincronica en el nucleo estriado, la cual subyace al origen de oscilaciones
electroencefalogréaficas anormales vinculadas a los déficits motores. Las neuronas
tobnicamente activas (TANs), estan involucradas en la aparicibn de estas
oscilaciones en la banda de frecuencia B (13-30 Hz); signo patognomonico de la EP.
Existen dos clases de TANs estriatales: interneuronas de bajo umbral (LTS; low
threshold spiking) y las propias interneuronas colinérgicas (CINs). Las CINs tienen
importancia ya que son la principal fuente del modulador acetilcolina (ACh) en el
nicleo estriado. Al ser la hipercolinergia estriatal una caracteristica fundamental del
parkinsonismo, esto debe de originarse de una actividad alterada de las CINs; sin
embargo, esto no se habia demostrado antes del presente trabajo. Los trabajos
previos exhiben un debate contradictorio sobre las modificaciones en la actividad de

las CINs estriatales.

Estas diferencias en los resultados se deben a las diferentes aproximaciones
experimentales de cada grupo de investigacion (modelo de parkinsonismo,
diferentes resoluciones temporales y espaciales de cada técnica de registro,
presencia de antagonistas, temperatura y tiempo de registro, etc.), es por eso que
en este trabajo utilizamos una técnica de multiregistro con imagenologia de calcio
para examinar la actividad espontdnea de docenas de neuronas simultaneamente
por largos periodos de tiempo y con resolucién de célula Unica. Esta técnica en
conjunto con registros electrofisiolégicos de patch-clamp nos permitié identificar a
las CINs, y observar los cambios en su actividad bajo distintas condiciones
experimentales. Utilizamos antagonistas farmacoldgicos para identificar y evaluar
las diferentes entradas sindpticas que tienen como blanco a las CINs para

determinar su aporte a esta actividad.



1.1 ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) ocupa la segunda posicion a nivel mundial como
la enfermedad neurodegenerativa con mayor prevalencia justo después de la
enfermedad de Alzheimer (Instituto de las Persona Adultas Mayores, 2019). Afecta
de manera crénica y progresiva las zonas del cerebro encargadas del control y
coordinacion del movimiento, del tono muscular y de la postura. Es una enfermedad
multifactorial, es decir; su etiologia consta de la suma de una gran variedad de
factores como lo son: predisposicién genética, envejecimiento, exposicidn a toxicos

del ambiente, asi como toxinas provenientes de la flora intestinal patoldgica.

La primera descripcion de la EP fue realizada por James Parkinson en el siglo XIX,
los sintomas motores que incluia eran bradicinesia, rigidez muscular, temblor en
reposo e impedimentos en la postura y la caminata (Kalia et al, 2015). También se
presentan sintomas no motores como dificultades cognitivas, disfuncion
autonémica, dolor y fatiga. Particularmente, hay sintomas no motores que preceden
a la aparicion de sintomas motores en la enfermedad, a veces por décadas, y que
tienen cierta capacidad predictiva respecto al desarrollo de la misma. Estos incluyen
disfuncion olfatoria, depresion, exceso de suefio durante el dia, desorden en el

suefio con movimientos oculares rapidos y estreflimiento (Kalia et al, 2015).

Uno de los principales mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad de Parkinson
es la pérdida pronunciada de neuronas productoras de dopamina (DA) que se
localizan en la sustancia nigra compacta (SNc) y que proyectan al estriado
(Bergman et al.,, 1998). Se plantea como causa de la muerte neuronal de las
neuronas dopaminérgicas la acumulacién de alfa-sinucleina, descrita en pacientes
de EP en varias areas cerebrales (Polymeropoulos et al. 1997). En algunos casos,
debida a mutaciones puntuales. Sin embargo, son pocos los casos que se pueden
explicar por causas genéticas (Wood-Kaczmar et al, 2006). Otro signo de la EP,
detectado en pacientes no medicados es la presencia de oscilaciones anormales en
frecuencia beta (15-30Hz) y gamma (60-80Hz) en registros de actividad cerebral

(Brown et al, 2007). Estas rafagas oscilatorias hiper-sincronicas (HO), se observan



tanto en los GB (particularmente en el nicleo subtaldmico - STN y en el globo pélido
externo - GPe) (Bevan et al, 2002), como en la corteza y el tAlamo (Bergman et al,
2002; Rivlin-Etzion, et al., 2006).

Para la investigacion experimental se han desarrollado y empleado una gran
variedad de modelos animales para estudiar la enfermedad de Parkinson.
Actualmente, se dividen en dos categorias: modelos genéticos y neurotoxicos.
Dentro de los modelos genéticos predominan aquellos en los que se produce la
delecion de genes implicados en mecanismos potenciales para el desarrollo de la
enfermedad, como son los genes que expresan parkinas (PARK2), a-sinucleina
(PARK1/4), las proteina PINK1 (PARK6) y DJ-1 (PARKY) principalmente. Estos
modelos presentan la desventaja de que no siempre producen degeneracion
neuronal en los roedores y por tanto el desarrollo del fenotipo caracteristico de la
enfermedad no siempre ocurre (Bezard et al. 2011). Por ésta razon se recurre a los
modelos con neurotoxinas que se inyectan en la SNc o fibras del haz medial, donde
se induce neurotoxicidad de las neuronas dopaminérgicas. Los modelos mas
comunes son: la lesion por MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) en
primates (Langston et al, 1984; 1989), la lesion unilateral de la SNc por 6-OHDA (6-
hidroxi-dopamina) en ratdén (Ungerstedt, 1968) y rata (Schultz et al, 1982), y la

administracion sistémica de rotenona en roedores (Greenamyre et al., 2003).

La 6-OHDA es un analogo hidroxilado de la dopamina que induce degeneraciéon de
neuronas dopaminérgicas Yy noradrenérgicas por la alta afinidad a sus
transportadores de membrana (Luthman et al. 1989). Una vez en el citosol, esta
molécula es oxidada, generando especies reactivas de oxigeno que llevan a la

neurona a muerte por estrés oxidativo.

Los modelos animales con neurotoxinas coinciden en sintomas y signos con los
pacientes con EP, como la presencia de HO en monos tratados con MPTP (Nini et
al, 1995). En particular, el modelo murino de parkinsonismo por lesion de la SNc
con 6-OHDA ha permitido estudiar las oscilaciones en la actividad eléctrica de los

ganglios basales, principalmente en el STN y GPe (Bevan et al, 2002; Wichmann &


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3234449/#A009316C93

DelLong, 1999). Ademas, se ha reportado actividad espontanea sincronizada de las

neuronas del estriado utilizando la preparacion de rebanadas cerebrales
mantenidas in vitro (Plata et al., 2008; Jaidar et al, 2010; Pérez-Ortega et al., 2016).

La ausencia de dopamina en el estriado promueve alteraciones en el disparo de las
neuronas tonicamente activas (presuntas CINs) asi como la aparicion de
oscilaciones en la banda beta, sugiriendo mayor sincronizacion y ritmo (Bergman et
al.,, 2016; Raz et al., 1996), ademas que su excitabilidad aumenta (Tubert et al.,
2016). Mediante la estimulacidon de las interneuronas colinérgicas por optogenética
y electrofisiologia se mostré el aumento reversible de las oscilaciones alfa, beta y
gamma en el estriado y las capas profundas de la corteza sensoriomotora
(Kondabolu et al.,, 2016). De manera complementaria, estudios actuales han
demostrado que la inhibicién puntual de las interneuronas colinérgicas, alivia los
sintomas motores en un modelo animal de parkinsonismo (Maurice et al., 2015) y
reduce temporalmente las oscilaciones patologicas (Kondabolu et al., 2016). Lo que
sugiere que una exacerbada actividad de estas interneuronas podria
correlacionarse con la bradicinesia y rigidez presentes en los pacientes con
enfermedad de Parkinson. Pero comprobar esta hiperactividad ha resultado

controversial.

El aumento en la actividad de las CINs explicaria el incremento en las
concentraciones de ACh reportadas en el nucleo estriado ante la pérdida de
terminales dopaminérgicas; y por lo tanto, al desbalance entre los moduladores DA
y ACh. Basandose en observaciones clinicas, estd demostrado que los farmacos
anticolinérgicos alivian el temblor (Lang, 2002) mientras que los agonistas de
dopamina son efectivos para abatir los sintomas motores presentes en la

enfermedad de Parkinson.
1.2 MICROCIRCUITO ESTRIATAL

Un microcircuito neuronal se define como un conjunto minimo de neuronas (o
modulo) que interaccionan entre si de manera funcional; es decir, presentan

actividad correlacionada o generan patrones temporales y espaciales de actividad
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de manera espontanea o en respuesta a algun tipo de estimulo (Carrillo-Reid, 2008).
En el estriado este microcircuito se conforma de las neuronas de proyeccion y de
un pequefio grupo de interneuronas. Las interneuronas regulan dinamicamente las
propiedades de los circuitos neuronales en cada una de las regiones del cerebro
(Kruglikov et al., 2008). Hay una amplia diversidad de subtipos de interneuronas en

el hipocampo, la corteza y el estriado.

En el estriado, un 5-7% de las células estriatales corresponden a interneuronas
GABAérgicas, cuyas proyecciones locales inhibitorias tienen tres tipos de disparo:
1) disparo rapido (FS; fast spiking), que se distinguen por su expresion de
paravalbumina (proteina quelante de calcio), 2) de bajo umbral de disparo (LTS;
low threshold spiking), que expresan neuropéptidos como somatostatina (SOM),
neuropéptido Y (NPY) y la enzima Oxido nitrico sintasa (NOS) o bien calretinina. 3)
de disparo variado que expresan el receptor 5HT3a o0 la enzima tirosina-hidroxilasa
(TH) (Munoz-Manchado et al., 2016; Tepper et al., 2010). Las interneuronas
restantes son las colinérgicas (CINs), que conforman aproximadamente del 1 al 3%
y se distinguen por presentar tres tipos de patrén de disparo: en rafagas, irregular y

regular (Murer et al., 2011)

Estas poblaciones neuronales del estriado se encuentran finamente reguladas por
los neuromoduladores: DA, ACh, serotonina (5-HT o 5-hidroxitriptamina), asi como
diversos neuropéptidos incluyendo a los ya mencionados y los opiaceos (Graybiel.,
1990). Se estudia cdmo estos moduladores afectan la actividad del microcircuito
estriatal, en particular, Carrillo-Reid et al., 2009 muestran que la activacion de los
receptores muscarinicos para ACh incrementan significativamente la actividad de la
red neuronal, acompafiada por la formacion de diversos ensambles neuronales e
incremento en la coactividad de las neuronas. Debido a que en condiciones de
privacion dopaminérgica existe un aumento en los niveles de acetilcolina en
estriado, se ha sugerido que la actividad de las CINs se modifica; sin embargo, no
se ha demostrado como es que esta actividad cambia y como cambia la dinamica
poblacional del microcircuito estriatal. La participacion colinérgica en el circuito es

robusta, se modula a través de receptores ionotropicos (nicotinicos: nAChRs) y
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metabotrépicos (muscarinicos: mAChRs) afectando la actividad de las diversas
poblaciones neuronales del ndcleo estriado. A su vez recibe gran nimero de
sinapsis intraestriatales y extraestriatales que modulan su actividad, por lo que
cualquier cambio puede obedecer fendmenos de red y de conectividad funcional del

microcircuito.

1.3 INTERNEURONAS COLINERGICAS Y SU IMPORTANCIA EN EL
MICROCIRCUITO ESTRIATAL.

Hay tres sistemas colinérgicos principales: 1) Las motoneuronas situadas en la
médula espinal y el rombencéfalo. 2) EI sistema de proyeccién ubicado
mayoritariamente en el prosencéfalo basal y en el tallo cerebral, desde el cual las
neuronas colinérgicas proyectan principalmente a diferentes cortezas cerebrales,
los GB, el hipocampo y el sistema limbico. 3) El sistema local hallado recientemente
en corteza (Granger et al., 2020) y principalmente en el estriado, a cargo de las
interneuronas colinérgicas (Zhou, 2002). El estriado recibe proyecciones de
neuronas colinérgicas que provienen del nucleo pedunculopontino (PPN) y el nicleo
tegmental laterodorsal (LDT) (Dautan et al., 2014).

Las interneuronas colinérgicas se identifican morfolégicamente por el diametro del
soma que puede exceder 30 ym mientras que el soma de las SPNs mide de 12 a
15 ym aproximadamente (Kawaguchi, 1995). Las caracteristicas electrofisiolégicas
incluyen disparo tonico de potenciales de accion en un rango de 3-10Hz, potencial
de membrana en reposo de -64.5+1.4 mV, resistencia de entrada de 242 + 43 MQ),
prominente corriente catiénica activada por hiperpolarizacion (lh), y amplia duracién
del potencial de accion (2.35 + 0.135 ms) (Aosaki et al., 1998; Arias-Garcia et al.,
2017; Paz et al.,, 2021). Estas interneuronas liberan acetilcolina (ACh) como
neurotransmisor principal, pero también algunas subpoblaciones pueden co-liberar
glutamato y GABA (Gras et al., 2008; Higley et al., 2011; Guzman et al., 2011;
Nelson et al., 2014; Kljakic et al., 2021; Lozovaya et al., 2018; 2023)

La diversidad de receptores colinérgicos expresados en el estriado esta localizada

tanto presindptica como postsinapticamente, lo que sugiere que las interneuronas
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colinérgicas ejercen una gran influencia en el funcionamiento estriatal (Goldberg et
al., 2012). Los receptores muscarinicos (mAChRs) son una familia de receptores
gue se acoplan a distintas familias de proteinas G. Su activacidon conduce a la
generacion de segundos mensajeros que van a incrementar la excitabilidad
neuronal o disminuirla dependiendo del tipo de poteina G al cual se acoplen. En
general, los subtipos de receptores M1, M3 y M5 se acoplan a proteinas Gq e
incrementan la actividad, mientras que los receptores M2 y M4 se acoplan a
proteinas Gi/o, disminuyendo la actividad neuronal (Tao y Conn., 2014). Los
receptores nicotinicos (nNAChRs) son canales ionicos activados por ligando,

implicados en los rapidos efectos fasicos de la ACh.

Se ha descrito una gran diversidad de efectos de la modulacion colinérgica tanto en
los distintos tipos neuronales del nucleo estriado como en las entradas sinapticas,

sugiriendo que las CINs moldean la actividad del microcircuito.

Las interneuronas colinérgicas incrementan la excitabilidad de las neuronas
espinosas de proyeccion a través de la activacion postsinaptica de receptores
muscarinicos (M1 expresados en las neuronas de proyeccion de las vias indirecta
y directa: iISPNs y dSPNs; el M4 expresado Unicamente en las dSPNs); regulan
corrientes ionicas dependientes de voltaje (Carrillo-Reid et al., 2009b; Galarraga et
al., 1999; Goldberg et al., 2012; Hernandez-Flores et al.,2014; Perez-Rosello et al.,
2005; Shen et al., 2005; Shen et al., 2007; Vilchis et al., 2002), entre las que
sobresalen las corrientes persistentes de sodio (Carrillo-Reid et al., 2009b)
facilitando los cambios en los patrones temporales de salida en funcién del entorno
al que se debe responder (Prado et al., 2017). A nivel presindptico, se ha
demostrado que la entrada glutamatérgica a las SPNs se inhibe por activacion de
los receptores muscarinicos M2 y M3 (Malenka y Kocsis, 1988; Sugita et al., 1991;

Calabresi et al., 1998b; Hernandez-Echeagaray et al., 1998).

La ACh también modula la actividad de las interneuronas GABAérgicas del nucleo
estriado:
e La regulacion ejercida hacia las interneuronas de disparo rapido (FS: Fast-

Spiking) puede ser inhibitoria, a travées de receptores muscarinicos
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presinapticos; o excitatoria, a través de receptores nicotinicos
postsinapticos (Kodés and Tepper, 2002). Sin embargo, no existe conexion
sinaptica directa de las FS a las CINs (Chang and Kita, 1992).

e La modulacion colinérgica sobre las interneuronas GABAérgicas
neurogliformes (NFG) ocurre a través de dos mecanismos nicotinicos: 1) una
conexion monosingptica (CINs-NGF) y 2) una conexion disinaptica, que
involucra la regulacién presinaptica de las terminales glutamatérgicas del
nucleo parafascicular del Talamo (Assous et al., 2017).

e Los mecanismos de modulacién colinérgica ejercida sobre las interneuronas
de bajo umbral de disparo LTS involucran inhibicién y excitacion a través de
los receptores muscarinicos y nicotinicos, respectivamente (Elghaba et al.,
2016; Melendez-Zaidi et al., 2019; Frost Nylén et al, 2021). Las
interneuronas LTS, a su vez, liberan éxido nitrico que despolariza las
interneuronas colinérgicas, proporcionando la base para un mecanismo de
retroalimentacion positiva entre los dos tipos de interneuronas (Elghaba et
al., 2016).

Se ha descrito que las CINs estan interconectadas funcionalmente entre si, y que
regulan su actividad poblacional a través de una conexion polisinaptica inhibitoria
gue involucra la activacion nicotinica de interneuronas TH GABAérgicas
principalmente y de terminales dopaminérgicas provenientes de la SNc que liberan
tanto dopamina como GABA (Dorst et al., 2021). También esta implicada la funcién
de los autoreceptores M2/M4 de esta poblacion, que ejercen un control de
retroalimentacion negativa sobre la liberacion de ACh, hiperpolarizando a las CINs
a través de la inhibicion de la corriente de calcio Cav2 y la apertura de las corrientes
de potasio (Yany Surmeier, 1996; Calabresi et al., 1998). Esta conexion entre CINs
estriatales mejora la sincronia poblacional y transmite la sefial de pausa
caracteristica en eventos relacionados con recompensa (Sullivan et al., 2008). En
ausencia de DA, se describe la atenuacion de la funcionalidad de este autorreceptor,
por lo que la regulacion negativa se suprime y se podria provocar un aumento en la

actividad colinérgica (Ding et al., 2006).
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Por dltimo, las terminales dopaminérgicas que recibe el estriado expresan
receptores M2/M4; que disminuyen la probabilidad de liberacion de dopamina, y
nicotinicos (subunidades 0432 y a6B2), que por el contrario la aumentan (Exley y
Cragg, 2008; Gonzales y Smith, 2015; Gotti et al., 2009; Jones et al., 2001; Salminen
et al., 2004; Threlfell et al., 2012; Wada, 1989; Zoli et al., 2002).

Debido a la alta inervacion de las CINs desde dentro y fuera del estriado, es muy
probable que exista una modificacion en la estructura sindptica que puede estar
contribuyendo a la modificacion de la actividad de las interneuronas colinérgicas

cuando hay privacion de dopamina.

Las interneuronas colinérgicas reciben diferentes tipos de entradas sinapticas: 1)
Excitatorias glutamatérgicas, que provienen principalmente de la corteza y el talamo
(Bolam, 2000; Ding et al., 2010; Doig et al., 2014; Guo et al., 2015; Lapper y Bolam,
1992), mediadas por los receptores NMDA, AMPA y kainato (Calabresi et al., 1998b)
La sustancia P, neuropéptido mayoritariamente co-liberado por las neuronas dSPN
también aumenta la excitabilidad de las CINs (Aosaki y Kawaguchi, 1996; Bell et
al.,1998; Perez et al.,2007; Govindaiah et al.,2010). 2) Inhibitorias, que provienen
principalmente de las SPNs (Bolam et al., 1986; Gonzales et al., 2013; Gonzales y
Smith, 2015; Jabourian et al., 2005; Le Moine et al.,1994; Mulder et al., 1984; Pickel
et al., 2000; Ponterio et al., 2013), las interneuronas GABAEérgicas intraestriatales
(Assous et al., 2017; Elghaba et al., 2016; Straub et al., 2016), neuronas
GABAérgicas extraestriatales tales como las neuronas arquipalidales del GPe y de
terminales provenientes de SNc (Chuhma et al., 2014; Mallet et al., 2012; Straub et
al.,, 2014), 3) Modulacién dopaminérgica proveniente de la SNc mediada por los
receptores D2, a través de los cuales se suprime su actividad marcapaso (Deng et
al. 2007) y disminuye la liberacion de acetilcolina (Surmeier, 2012); y receptores D5,
gue aumentan su excitabilidad promoviendo la apertura de canales cationicos no
selectivos y el cierre de canales de potasio (Yan et al., 1997). Las CINs muestran
pausas durante la activacion ténica en respuesta a estimulos sensoriales durante el
aprendizaje in vivo, que se ha asociado a diversos mecanismos, entre los cuales se

encuentra la activacion del receptor D2. Por lo tanto una de las hipotesis que
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explican la hipercolinergia es que la ausencia de dopamina anula la pausa y la

actividad aumenta.

Se han descrito diversos mecanismos que pueden estar promoviendo la
hipercolinergia; sin embargo, hasta este trabajo no se habian realizado estudios
poblacionales que muestren la contribucion neta de cada entrada sinaptica al
cambio en la actividad de las CINs, y cOmo esta poblacion estriatal influye en la

hiperactividad patoldgica del ncleo estriado.

@ Neuronas de proyecciéon D1

@ Neuronas de proyeccion D2

@ Interneuronas GABAérgicas
Interneuronas Colinérgicas (CINs)

Figura complementaria. Esquema simplificado de los ganglios basales. Se muestran las
entradas sinapticas glutamatérgicas (flechas rojas), GABAérgicas (flechas azules),
nicotinicas (flecha verde) y dopaminérgicas (flecha morada) que reciben las interneuronas
colinérgicas y que se ha demostrado que participan en la modulacion de su actividad. En

el acercamiento se representa la variedad poblacional del ndcleo estriado.GP: globo palido
externo; EPN:Nucleo entopeduncular; STN: Nucleo subtalamico; SNr: substancia nigra pars

reticulata; SNc: Substancia nigra pars compacta.
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1.4 IMAGENOLOGIA DE CALCIO COMO HERRAMIENTA PARA ESTUDIAR AL
MICROCIRCUITO ESTRIATAL.

Actualmente existen herramientas de registro multicelular como: registros de campo
y registros extracelulares con multielectrodos, que permiten el andlisis simultaneo
de cientos de células. La desventaja es que éstas técnicas de registro
electrofisiologico no identifican a las células registradas y muchas veces no hay

resolucion de célula Unica.

La imagenologia de calcio es una técnica de registro que utiliza indicadores de
calcio para seguir de manera indirecta la actividad de decenas de neuronas
identificadas en el tiempo con resolucion de célula Unica. Un indicador de calcio es
una proteina fluorescente acoplada a un agente quelante que puede formar
complejos selectivos y reversibles con iones calcio. Al momento de unirse al ion
libre, incrementa su sefial de fluorescencia (fluor6foros no radiométricos), por lo
tanto, permite detectar si ocurrid un cambio en la concentracion de este cation
dentro de una neurona (Gobel, 2007). En reposo, la concentracién de calcio
intracelular en una neurona es de 50-100 nM, que puede elevarse transitoriamente
de 10 a 100 veces durante el disparo de potenciales de accién (Berridge, 2003). Por
lo tanto, un aumento en la concentracion de calcio intracelular libre es indicativo de
actividad neuronal. Por lo tanto, la sefial registrada con esta técnica representa una
medicion indirecta de la actividad eléctrica neuronal, a la cual podemos referirnos
como “actividad eléctrica inferida”. El uso de ratones transgénicos y sistemas de
recombinacion permite registrar selectivamente poblaciones de células tanto in vivo
como in vitro (Gobel, 2007).

Los indicadores de calcio GCamp estan conformados por una proteina verde
fluorescente (EGFP) flanqueada en un extremo por la proteina de unidn a calcio;
calmodulina, y por el otro extremo por el péptido de unidn a calmodulina M13 (Nakai
et al.,, 2001). En presencia de calcio, la interaccion de la calmodulina con M13

provoca un cambio conformacional que permite un incremento en la fluorescencia.
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La variante modificada GCamp6f (Kd~375 nM) puede emitir una sefial fluorescente
desde que se dispara un potencial de accién, la sefial tarda ~50 ms para llegar al
pico y su tiempo de caida media es de ~140 ms. Esta variante incorpora una
mutacion (A317E) que interrumpe la interaccion M13/CaM, lo que afecta la union y

permite una liberacién de calcio mas rapida (Akerboom et al., 2012)

Con el uso de vectores virales (Virus Adeno-asociados: AAV) se puede realizar la
infeccion local en la region cerebral de interés para la expresion del indicador de
calcio (Kumar, 2001). Es importante asegurar la especificidad de la infeccion y
marcar solamente las neuronas de interés, por esta razon se utilizan promotores
especificos de cada tipo celular y estrategias como el uso del sistema Cre-Lox. En
el caso de las neuronas colinérgicas, se utilizd un transgénico cuya Cre
recombinasa estuviera regulada por la enzima ChAT. Este disefio experimental nos
permite marcar y seguir selectivamente la actividad de las neuronas ChAT positivas

o interneuronas colinérgicas.

Promotor Cre recombinasa Expresién de tdTomato en
ChAT neu ronaz ChAT+y GCaMPé6f en todas

GCaMP-6

_I_

Secuencias de
recombinacién Lox

Figura complementaria. Esquema de la estrategia experimental utilizada para la expresién
simultanea del indicador de calcio GCamp6f y la proteina tdTomato para la identificacion

de las interneuronas colinérgicas.
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2.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la enfermedad de Parkinson, la pérdida de la regulacion dopaminérgica se
acompafna de un estado de hipercolinergia en el estriado (Galarraga et al., 1999;
Schulz and Reynolds, 2013). También aparece una actividad oscilatoria en la banda
beta en neuronas ténicamente activas, entre las que se encuentran las CINs. Estas
oscilaciones son un signo patognomoénico de la EP que sucede acompafado de
sintomas motores como bradicinesia y rigidez. En la clinica, se utilizan farmacos
anticolinérgicos para reducir los sintomas motores de la EP. Un estudio in vivo en
un modelo murino de parkinsonismo mostrd que el silenciamiento de las CINs con
técnicas optogenéticas reduce la bradicinesia provocada por la deplecion
dopaminérgica (Maurice et al., 2015). En conjunto, esta evidencia sugiere que el
cambio en la actividad de las CINs influye en gran medida en la presencia de
hipercolinergia y la hiperactividad patolégica y sincronizacion asociadas. Sin
embargo, al iniciar este trabajo se desconocian los cambios en la actividad
poblacional de las CINs a causa de la pérdida de regulacién dopaminérgica en el
estriado, siendo la literatura contradictoria a este respecto. Con un disefo
experimental que nos permite evaluar la actividad neuronal poblacional, nos
preguntamos ¢como contribuye la hiperactividad de las CINs, en caso de
encontrarla, al subsecuente re-arreglo del microcircuito estriatal en un modelo

murino de parkinsonismo?

3.0 HIPOTESIS

Las interneuronas colinérgicas aumentaran su actividad (actividad eléctrica inferida)
neta al disminuir la modulacion dopaminérgica en el nicleo estriado, explicando asi
la hipercolinergia del parkinsonismo. Este aumento de actividad se acompafara de
un cambio en su patrén temporal de disparo tanto por cambios en las propiedades

intrinsecas de las CINs como por una reestructuracion de sus entradas sinapticas.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Caracterizar la actividad y participacion de las interneuronas colinérgicas en el

microcircuito estriatal en condiciones control y en un modelo parkinsoniano en el

raton.

Describir la contribucion de las entradas sinapticas en la actividad de esta

poblacion neuronal en ambas condiciones.

4.2 PARTICULARES

Identificar a las interneuronas colinérgicas mediante la infeccibn con
constructos virales para la expresion de tdTomato bajo el promotor de
acetilcolintransferasa (ChAT) con el sistema Cre-Lox.

Generar un modelo murino de parkinsonismo mediante la lesion unilateral
de la substancia nigra pars compacta (SNc) con la neurotoxina 6-
OHDA vy realizar su validacion con conducta de giro e
inmunohistoquimica contra tirosina hidroxilasa en el estriado y la SNc.
Caracterizar la actividad de las interneuronas colinérgicas mediante
registros simultaneos de imagenologia de calcio utilizando el indicador
GCamp6f y electrofisiologicos a través de la técnica de patch clamp en
célula entera en condicion control y en el modelo de parkinsonismo con
6-OHDA.

Cuantificar la actividad de las interneuronas colinérgicas identificadas
durante registros de imagenologia de calcio en las condiciones control y
en el modelo de parkinsonismo con 6-OHDA, y compararla con la
actividad de las neuronas restantes del microcircuito estriatal no

identificadas como CINSs.
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e Analizar la contribucion de las entradas sindpticas glutamatérgicas,
GABAérgicas y nicotinicas en la actividad de las CINs, mediante el uso

de bloqueadores farmacologicos.

5.0 METODOLOGIA.

5.1 ANIMALES.

Los sujetos experimentales provienen de la cepa B6; 129S6-ChatTM2.cre/Lowl/J
(ratones ChAT-cre; stock JAX: 006410) de los laboratorios Jackson. El
apareamiento se lleva a cabo entre ratones homocigotos para la preservacion y
reproduccion de la cepa. Un total de 144 animales machos y hembras se utilizaron
para los grupos experimentales control y modelo de parkinsonismo con 6-OHDA.
Los protocolos fueron disefiados y realizados segun lo aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de
Fisiologia Celular (IFC), UNAM (NOM- 062-Z00-1999; protocolos de laboratorio
JBD-59-15) de acuerdo con las normas internacionales para el uso ético de
animales de experimentacion establecidas en la Guia de los Institutos Nacionales
de Salud de USA para el cuidado y uso de animales de laboratorio, octava edicion
(Consejo Nacional de Investigaciones, 2011). Los ratones fueron criados y alojados
en nuestras instalaciones para animales en una habitacion libre de patégenos y con
temperatura controlada, en un ciclo de luz y oscuridad de 12:12h, con comida e
ingesta de agua ad libitum. Se extrajeron muestras experimentales de animales que

expresan Syn-GCaMP6f y tdTomato-FLEX para imagenologia de calcio y ensayos

de inmunohistoquimica (n = 18 animales), GCaMP6f-FLEX para registrar la
actividad unicamente de las interneuronas colinérgicas con imagenologia de calcio
(n = 61 animales), o tdTomatoFLEX para registros electrofisiologicos (n = 65
animales). Se realizd una eleccion al azar de cada camada para diferentes

experimentos.
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5.2 GENOTIPIFICACION.

Para la genotipificacion se realiz6 un analisis de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) con el DNA gendmico obtenido de la cola del ratén con el Kit
REDEXxtract-Sigma (No.Cat. R4775), utilizando los siguientes cebadores: forward,
5-CCTGGAAAATGCTTCTGTCCG-3 y reverse, 5-
CAGGGTGTTATAAGCAATCCC-3. La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en
30 ciclos de 94°C-30 min para desnaturalizacion el DNA, 64°C-40 min para el
alineamiento de los oligonucleétidos y para la fase de extension del material

genético 72°C- 5 min. La temperatura de enfriamiento utilizada fue de 4°C.

Las PCRs se realizaron en un termociclador iCycler Thermal (Bio-Rad), y los
productos de PCR se visualizaron a traves de una electroforesis en gel de agarosa
al 2%. Finalmente, se obtuvo la imagen de los amplicones utilizando GelRed y un

escaner digital con el sistema de adquisicion Bio-Vision (Vilber-Lourmat).

5.3 MODELO PARKINSONIANO 6-OHDA

Para el modelo parkinsoniano se utilizaron 69 ratones a los que se les realizd una
lesion unilateral en el hemisferio derecho con 0.6 pL de la neurotoxina 6-OHDA (10
mg/mL) en la SNc (Anteroposterior — 2.6 mm, ventrolateral -1.5 mm, y dorsomedial
-4.7 mm, desde bregma). Después de 10 min de difusién, cada raton se suturo, y
fue colocado en rejillas calentadoras hasta que despertd. El estado de salud de los
ratones fue monitoreado en los siguientes 15 dias, durante los cuales se
administraron cuidados postoperatorios, incluida la administracion de antibiéticos,
analgésicos y antiinflamatorios. Cuando se detectd una pérdida de peso mayor al
20%, se realizd con una inyeccion diaria de 50 pL de glucosa al 2% en solucion
salina. Después de 10 dias post-operatorios, se prosiguid a la evaluacion de la

conducta de giro.

5.4 EVALUACION DEL MODELO PARKINSONIANO 6-OHDA

Para la evaluacién del modelo se siguié un protocolo de conducta de giro en el que
se cuentan los giros dados por el sujeto experimental lesionado 10 dias después de
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la cirugia con el software RotaCount. Para la cuantificacion de los giros se sujeto
cada ratén a un arnés conectado al contador controlado por el software, y se
administraron subcutaneamente 1ml/Kg de peso de apomorfina (concentracion 0.5
mg/ml), agonista dopaminérgico no selectivo. Después de 15 minutos de la
administracion se realiz6 el conteo de los giros a 180° y 360° en ambas direcciones
por 60 minutos. Los ratones se consideraron un modelo exitoso de privacion
dopaminérgica cuando exhibieron mas rotaciones contralaterales que ipsilaterales
(al menos 60 rotaciones contralaterales por hora y pocas o0 ninguna rotacion
ipsilateral). La eficacia de la lesion fue del 65 % segun lo medido por esta prueba
(Lara-Gonzélez et al., 2019). En algunos de los experimentos descritos se utilizaron
los hemisferios lesionados de ratones 6-OHDA. Los experimentos se realizaron en
ratones bien lesionados de 3 a 4 semanas después de la evaluacion de conducta
de giro (Pollack et al., 1997). Se utilizaron como controles los ratones que no
pasaron la prueba de conducta de giro debido a una lesién fallida, aquellos que no
tenian lesion y aquellos que sélo recibieron inyeccién salina en vez de 6-OHDA. No
se encontraron diferencias entre estos tres grupos y sus resultados se agruparon.
Se eligieron los ratones con mas de 70 giros completos en direcciéon contralateral a

la lesién como bien lesionados.

5.5 INFECCION VIRAL

Se utilizaron vectores de virus adenoasociados (AAV) para expresar GCaMP6f en
interneuronas colinérgicas (neuronas ChAT positivas) o co-expresar tdTomato en
las CINs mas GCaMP6f bajo el promotor de sinapsina para su expresion en todas
las neuronas. Las diluciones de co-expresion fueron 1:1. Los vectores virales
pAAV.Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40 y pAAV.Syn.Flex. GCaMP6f.WPRE.SV40 se
obtuvieron del Proyecto de Efectores e Indicadores Neuronales Codificados
Genéticamente (GENIE) y Douglas Kim (preparacion viral Addgene n.° 100837-
AAV12; RRID: Addgene 100837; preparacion viral Addgene n.° 100833-AAV13;
RRID: Addgene_100833, Dana et al.,, 2016). El vector viral AAV pCAG-FLEX-
tdTomato-WPRE fue una donacion de Hongkui Zeng (preparacion viral Addgene n.°
51503-AAV14; RRID: Addgene 51503). Los ratones fueron anestesiados mediante
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inyeccion intraperitoneal de solucién de ketamina (85 mg/kg) y xilazina (15 mg/kg)
para posteriormente realizar cirugia estereotaxica inyectando 0,6 ml de vector viral
(100 ml con un titulo = 1 x 1013 vg/ml) en las coordenadas AP +0,9 mm, LM -1,7
mmy DV -2,8 mm de Bregma (correspondiente al cuerpo estriado dorsolateral) a
una velocidad de 0,1 ml/min con una aguja dental. En este proceso, se colocaron
lagrimas artificiales en los ojos de los ratones para evitar dafios. La temperatura
corporal fue monitoreada durante la operacion y postoperatoriamente hasta la
completa recuperacion del animal. Los ratones se recuperaron en 3 semanas,
durante las cuales se implementaron acciones de cuidado para minimizar el dolor y
la incomodidad (ver arriba). Todos los experimentos in vitro se realizaron en 75

ratones control y 69 ratones hemiparkinsonianos.

5.6 PREPARACION DE REBANADAS, MICROSCOPIA E IMAGENOLOGIA DE
CALCIO.

Los animales se anestesiaron con: clorhidrato de ketamina (85 mg/kg ip)/ xilazina
(15 mg/kg ip) (ANESKET®). Después, se sometieron a perfusion cardiaca con 5 mL
de solucién de sacarosa fria (que contiene: 234 mM sacarosa; 7 mM dextrosa; 28
mM NaHCOs; 2.5 mM KCI; 7 mM MgClz; 1.44 mM NaH:PO4 y 0.4 mM CacCl).
Posteriormente se realizo la extraccion del cerebro. Los hemisferios se separaron y
se obtuvieron rebanadas parahorizontales de 250 pum de grosor utilizando un
vibratomo PELCO easiSlicer (Ted Pella, Redding, CA). Durante la obtencion de
rebanadas el cerebro se mantuvo embebido en solucion de sacarosa fria. Las
rebanadas se transfirieron a una solucion de liquido cefalorraquideo artificial con
saturacion del 95% de Oz y 5% de COg; pH: 7.4, osmolaridad de 300 + 5 mOs/L,
que contiene: 126 mM NaCl; 11 mM dextrosa; 26 mM NaHCOs; 0.2mM tiourea;
0.2mM ac. ascérbico; 3 mM KCI; 1 mM MgClz y 2 mM CaCl> donde se dejaron

reposar por media hora a temperatura ambiente (22-30°C) antes de continuar.

Las rebanadas se transfirieron a una camara de perfusion en el escenario de un
microscopio vertical equipado con un objetivo de inmersion en agua 20X (Olympus
XLUMPLFLN Objective, 1 NA, 2 mm WD; New York). Para los registros de

imagenologia de calcio, la estimulacion de los fluoréforos se realizé con un
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controlador LED Lambda HPX de alta potencia acoplado a filtros de emision de
excitacion especificos segun los parametros GCaMP6f: excitacion: 460—-480 nm,
emision: 495-540 nm (Olympus, U MGFPHQ), y los correspondientes a tdTomato:
excitacibn 565/20 nm (Chroma Technology Corporation, D565/20 m), emision
610/75 nm (Chroma Technology Corporation, HQ610/75 m). Las grabaciones de
imagenes se obtuvieron con una camara CoolSnap K4 (6-7 cuadros por segundo),
controlada por Im-Patch®©, un software de acceso abierto

(http://impatch.ifc.unam.mx/) hecho en el laboratorio. EI campo de observacion fue

de 800 x 800 um. Se observo actividad neuronal de las neuronas identificadas como
CINs en ratones ChAT-cre utilizando la sefial GCaMP6f. Se administré una solucion
de KCI (15 mM) al final de todos los experimentos para determinar la viabilidad de
los neuronas, analizando Unicamente aquellos que presentaron mas del 85% de

células viables.

5.7 ELECTROFISIOLOGIA

Ademas de identificar las CINs de ratones ChAT-cre con transfecciones virales, se
registré su actividad para identificar su perfil electrofisiolégico, como se describid
anteriormente, en ausencia de cualquier neurotransmisor o farmaco (Aosaki et al.,
1994; Bennett y Wilson, 1998 , 1999; Bennett et al., 2000; Sanchez et al., 2011;
Tubert et al., 2016), para comparar una serie de propiedades intrinsecas, como la
tasa de disparo espontaneo, la resistencia de entrada y otros parametros en
condiciones de control y después de la privacion de dopamina (DA). Registramos la
actividad eléctrica inferida con imagenologia de calcio (6 a 7 fotogramas por
segundo) para verificar la eficiencia del indicador de calcio GCaMP6f para seguir,
en la medida de lo posible, la activacion de las neuronas durante diferentes tipos de
activacion. La actividad eléctrica inferida se realiz6 como en estudios previos
(Carrillo-Reid et al., 2008; Jaidar et al., 2010, 2019; Pérez-Ortega et al., 2016),
utilizando la derivada temporal de los transitorios del calcio. En ambos casos, la
configuracion de fijacion de corriente (IClamp) en célula entera se llevdo a cabo

utilizando pipetas de borosilicato (3—6 MQ) llenas con una solucion que contenia (en
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mM) 115 KH2PO4, 2 MgCI2, 10 HEPES, 10 EGTA, 10 NaCl, 0,2 Mg2 + -ATP, y 0,2
Na-GTP, con pH = 7,24y 290 £ 5 mOsm/L.

5.8 FARMACOS UTILIZADOS

En el desarrollo de este proyecto se utilizaron los siguientes farmacos: sal disodica
de 6-ciano-2, 3-dihidroxi-7-nitro-quinoxalina (CNQX, Sigma-Aldrich C239-25MG),
acido D-(_)-2-amino-5-fosfonovalérico (APV, Sigma-Aldrich A8054-5MG) y bromuro
de 2-(3-carboxipropil)-3-amino-6-(4 metoxifenil) piridazinio (Gabazina, Sigma-
Aldrich S106-10MG) que se tilizaron para bloquear la transmisién sinaptica
glutamatérgica y GABAérgica. Se utilizé clorhidrato de mecamilamina (Sigma-
Aldrich M9020-5MG) para bloquear los receptores nicotinicos. Se prepararon
soluciones stock en agua desionizada y se agregaron al sistema de perfusion
durante el experimento para obtener la concentracion final requerida (gabazina,
CNQX 'y mecamilamina = 10 uM; APV = 50 uM). APV se preparé con dimetilsulfoxido
(0,01%).

5.9 INMUNOHISTOQUIMICA

Después de los registros electrofisioldgicos, las rebanadas cerebrales se fijaron con:
solucion buffer fosfato salina (PBS), 4 % de paraformaldehido, 1 % de acido picrico
pH = 7,4 y se almacenaron para inmunohistoquimica. Las rebanadas se incubaron
con albumina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS (pH = 7,2) durante 30 min. Se
lavaron con PBS durante 10 min 3 veces. El anticuerpo primario se diluyé en 1:1000
en PBS, Triton al 2,5% y se aplico durante 24 h. Posteriormente, las rebanadas se
lavaron nuevamente durante 10 min tres veces en PBS. Se aplicé un anticuerpo
secundario (1:500 en PBS/tritén) durante 1.30 hy luego se lavé en PBS durante 10
minutos tres veces. Finalmente, las rebanadas se cubrieron con un medio de
montaje DAPI (Vectashield, Vector Laboratories, Inc., H-1200). Las imagenes
confocales se adquirieron en un microscopio Zeiss LSM-710 (objetivo: C-
Apochroma 20X N.A.45, GCaMP6f: excitacion 488nm / emision de 493-533nm;
tdTomato: excitacion 543nm / emision de 565—615nm; Alexa excitacion 647—633nm
/ emision de 658—704nm). Los anticuerpos se adquirieron de la siguiente manera:
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ChAT (Millipore Cat# AB144P, RRID: AB 2079751) y Antigoat Alexa Fluor 647
(Jackson ImmunoResearch Labs Cat# 705-605-003, RRID: AB_2340436) de
Jackson Mice, Maine, EE. UU.)

GRUPO
MODELO
6-OHDA

Toxina 6-OHDA
Ratones
ChAT-Cre

&

Evaluacién T feccloh viral
de giro ransfeccion vira
D35 D40 )
CTRL & AVV1-Syn-GCamp6f '
"+ ) Inmunohistoquimica
6-OHDA | Avvi-FLEX-tdTomato Anti-TqH
or
AVV1-FLEX-GCamp6f

. o Teee’e | 0.5%

.

in;z:\.genologia
Obtencioén de rebanadas Ca?

| | | >

D40 D55 |
Transfeccion viral Patch-clamp

célula entera

Figura complementaria. Esquema metodoldgico del protocolo experimental.

5.10 ANALISIS DE DATOS

Los registros de imagenes electrofisiolégicas y de calcio se procesaron utilizando
los ambientes Im-Patch©® y MATLABO® (RRID: SCR_001622). Para los registros
electrofisiologicos, los datos digitalizados se importaron para analisis y graficos en
un software comercial: Origin 7 (Microcal, Northampton, MA, Estados Unidos);
MatLab (Natick, MA, Estados Unidos); Graphpad Prism 5 (San José, CA, Estados
Unidos) y Systat 11 (San José, CA, Estados Unidos).

26



Andlisis de datos electrofisiol6gicos: las propiedades intrinsecas de la membrana
nos permiten comparar diferentes muestras de neuronas. Para medir la resistencia
de entrada (RN) de toda la célula, utilizamos relaciones corriente-voltaje (graficos I-
V). Como los gréficos I-V no eran lineales, ajustamos un polinomio de tercer orden
a cada uno de ellos. La corriente de reobase se midié como la corriente minima
necesaria para generar un potencial de accion (AP) en 1 s. La respuesta
hiperpolarizante o sag se calculd dividiendo la amplitud del cambio de voltaje en
respuesta a un pulso de corriente hiperpolarizante de 1 s (=100 pA) al comienzo del
pulso dividido por su valor al final del pulso. Se midieron otros parametros del
potencial de accion (AP) a partir de picos espontaneos con potenciales y frecuencias
de membrana similares tanto en las CINs de control como en las parkinsonianas,
de modo que la estimulacion eléctrica no introduzca un sesgo adicional mediante la
activacion/inactivacion de diferentes conductancias ionicas debido a la privacion de
DA (Ding et al., 2006; Deng et al., 2007; Tubert et al., 2016). Sin embargo, los
gréficos de intensidad-frecuencia (graficos IF) en condiciones de control y de
privacion de DA ilustrados en la Figura 1 suplementaria respaldan los cambios
descritos anteriormente en las propiedades intrinsecas (analisis estadistico con
ANOVA de dos vias con pruebas de Tukey post hoc para comparaciones multiples).
Las propiedades del potencial de accion (AP) tales como: la velocidad de
despolarizacion y repolarizacién, la amplitud del AP y la amplitud del potencial
poshiperpolarizante (AHP), se midieron con gréaficos de las las derivadas (dV/dt) en
funcion del voltaje [graficos dV/dt(V) o espacios de fase]. La duracion del ancho
medio del AHP se calculé a la mitad de su amplitud durante el disparo espontaneo
en un rango de voltaje similar (3—4 Hz) tanto en CINs del control como en CINs en
parkinsonismo. Se calcul6 el numero de APs durante la respuesta a pasos de
corriente despolarizante de 1 s, 40 pA (frecuencia media). Los valores se reportan
como media £+ SEM. La tasa media de disparo espontaneo y el coeficiente de
variacion de los intervalos inter-espigas se determinaron promediando registros de
2 minutos en CINs control y en CINs del modelo privado de DA. La cuantificacion

se realiz6 en un potencial de membrana similar, asi como el analisis de la frecuencia
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para comprobar si, bajo estas limitaciones, las diferencias en los pardmetros

intrinsecos todavia juegan un papel importante.

Andlisis de datos de imagenologia de calcio: cada grabacién de video se filtré fuera
de linea para mejorar el contraste y se reprodujo para detectar regiones de interés
(ROIs) mediante inspeccidon visual usando areas circulares correspondientes a
areas soméaticas que muestran fluctuaciones de fluorescencia de GCaMP6f usando
una interfaz gréafica de usuario de ImPatch. Obtuvimos una lista de ROIs para cada
experimento. Se utilizaron series temporales de GCaMP6f o sefales de
fluorescencia como una medida indirecta de la actividad neuronal; la activacion de
las neuronas del nicleo estriado induce transitorios intracelulares de calcio o
eventos con rapidos aumentos de fluorescencia, seguidos de caidas lentas. Los
registros electrofisiologicos simultdneos muestran que los potenciales de accidn
ocurren durante el rapido ascenso de la fluorescencia (Pérez-Ortega et al., 2016;
Garcia-Vilchis et al., 2018; Lara-Gonzalez et al., 2019; Duhne et al., 2021). Los
transitorios de calcio se definieron como AF/FO, donde AF fue el aumento de la
fluorescencia (Fi-FO0) y la fluorescencia de fondo, FO, es un &rea alrededor de cada
ROI. La porcién positiva de la derivada del tiempo, d(AF/F0)/dt indica el rapido
aumento de la fluorescencia y se tomé como un indicador de la actividad neuronal
para cualquier célula determinada siempre que excediera 2,5 desviaciones estandar
(SD) de la sefial inicial. (Pérez-Ortega et al., 2016). La actividad eléctrica inferida se
utilizd para construir matrices de actividad (graficos raster) como filas binarias con
unos en los cuadros, donde se detectaron picos y ceros en caso contrario (Figura 1
a continuacién). Al juntar estas filas de actividad inferida, obtuvimos una matriz
binaria cuyas dimensiones son R x C, donde R es el numero de células o ROIs
activas (eje y o filas) y C es el nimero de fotogramas o cuadros (eje x o columnas /
cuadros de video mostrados como tiempo) de la condicion experimental. El
histograma a la derecha de los graficos raster muestra la actividad por célula a lo
largo del tiempo (% de fotogramas activos/tiempo total). Los histogramas de
coactividad debajo de los gréficos de tipo raster utilizaron vectores columna con la

actividad celular sumada cuadro por cuadro. La significancia de los picos de
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coactividad (linea discontinua) se obtuvo con simulaciones de Monte Carlo (ver
Pérez-Ortega et al., 2016).

Se utilizaron dos métricas para cuantificar los experimentos de imagenologia: 1) La
tasa de acumulacion de actividad o la sumatoria de los vectores de coactividad a lo
largo del tiempo (ver Figura complementaria 2). Se aproximaron ajustes lineales a
estas adiciones y sus pendientes (tasa de acumulacién de actividad) se utilizaron
en graficos de caja tipo Tukey para comparar diferentes condiciones experimentales
(Aparicio-Juarez et al., 2019). Se utiliz6 la prueba de suma de rangos T de Wilcoxon
de distribucion libre para muestras pareadas (antes y después de la administracion
de un farmaco), la prueba de suma de rangos U de Mann-Whitney para muestras
no pareadas (control frente a rebanadas con privacion de DA) y ANOVA de
Friedman o Kruskal-Wallis para comparar la tasa de acumulacion de actividad (ver
arriba). 2) La funcién de distribucion acumulada (CDF) utilizando muestras que
incluian todas las neuronas de todos los experimentos en las mismas condiciones
para ver si habia una diferencia con la estadistica de muestras mas pequefas (tasa
de acumulacion de actividad). Las probabilidades de las CDF se calcularon
utilizando el porcentaje de cuadros activos: el nimero de cuadros activos dividido
por el nimero total de cuadros multiplicado por 100. Las CDFs obtienen la
probabilidad p o menor de que una determinada neurona esté activa durante
determinada condicion experimental. Para comparar las CDFs utilizamos la prueba
de Kolmogorov-Smirnov, una estadistica no paramétrica que no requiere
independencia de las observaciones y que compara las distribuciones de manera
directa. Los desplazamientos significativos hacia la derecha denotan aumentos en

la actividad de la poblacién neuronal.
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Figura 1. Actividad neuronal espontanea de los microcircuitos estriatales control y después de la
deplecion de dopamina (DA). (A) El grafico tipo raster muestra la actividad espontanea de varias
neuronas registradas simultaneamente con imagenologia de calcio en condiciones de control. Los
puntos azules son CINs identificadas (tdTomato en ratones ChAT-cre) y los puntos grises son otros
tipos de neuronas. El histograma de la derecha muestra la actividad por neurona (filas) y el
histograma de la parte inferior muestra la coactividad (neuronas que se activan juntas en un vector
columna o fotograma de video). La linea discontinua indica la significancia usando simulaciones de
Monte Carlo (P < 0.05). En control, los picos significativos de coactividad son escasos (en gris) y rara
vez coinciden con los picos de CINs (en azul). (B) Graficos raster similares que muestran la actividad
espontanea de varias neuronas registradas simultaneamente en el cuerpo estriado privado de DA:
observe una mayor actividad en comparacion con el control. Los puntos rojos son CINs identificadas.
El histograma de la derecha muestra una mayor actividad por fila. El histograma de coactividad en
la parte inferior muestra numerosos picos significativos de coactividad a lo largo del tiempo, que a
menudo van acompafados de la actividad de las CINs. (C) Los diagramas estadisticos de caja
muestran que la tasa de actividad acumulada de las CINs a lo largo del tiempo aumenta después de
la privacién de DA (consulte Material y métodos; Figura 2 complementaria; ANOVA de Kruskal-Wallis
con prueba de Dunn post hoc: neuronas activas ChAT+ antes (control) y después de privacion de
DA: **P = 0,0087). (D) Las funciones de distribuciéon acumulada (CDFs) de la actividad de las

neuronas ChAT+ y ChAT- antes y después de la privacion de DA (control ChAT+ vs. control de
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neuronas ChAT-: P = 0,76; control ChAT+ vs. ChAT+ después de la privacién de DA: P <0,0001;
control ChAT- vs. ChAT- después de la privacion de DA: P = 0,042; ChAT+ vs. ChAT- después de la
privacion de DA: P < 0,0001 (ChAT+ control n = 58 neuronas; ChAT- control n = 146 neuronas;
ChAT+ después de la privacién de DA = 65 neuronas, ChAT- después de la privacién de DA = 222
neuronas; de 7 animales diferentes tanto en el control como después de la privacion de DA; prueba

de Kolmogorov-Smirnov).

6.0 RESULTADOS

La expresion especifica del indicador de calcio GCamp6f permitié la identificacion
de las interneuronas colinérgicas estriatales, que de manera tipica son
diferenciadas morfologicamente por el diametro de su soma que es
aproximadamente 4 veces mayor que el de las demas neuronas existentes en este
nicleo (Figura 2A). Se realiz6 la caracterizacion electrofisiologica de las neuronas
identificadas a través de registros electrofisiolégicos de patch clamp (Figura 1A) en
configuracion de célula entera y en fijacion de corriente. Las propiedades
electrofisiologicas exhibidas por las neuronas identificadas (Tabla 1) coinciden con
las de las CINs en condicibn control previamente reportadas: potencial de
membrana en reposo de alrededor de —60 mV (cuando se encontraron sin
actividad), la presencia de “sag” seguida de un rebote en respuesta a pulsos
hiperpolarizantes, potenciales de accién (APs) con una mayor duracién al ancho
medio respecto a las neuronas de proyeccion estriatales (4.9+ 0.4 ms), seguidos de
una posthiperpolarizacion media notable (mAHP) y una posthiperpolarizacion lenta
(sAHP) después de un paso de corriente despolarizante (Jiang y North, 1991;
Bennett y Wilson, 1999; Maurice et al., 2004; Wilson, 2005; Sanchez et al., 2011).
La ausencia de dopamina aumenta la respuesta de activacion de las CIN a pasos
de corriente despolarizantes de 1 s, 40 pA (Figura 2B y Figura 1 complementaria),
control: 2,6 £ 0,58 Hz, n = 21 células de 9 animales diferentes vs. con privacion de
DA : 5,7 £ 0,86 Hz, n = 21 células de 11 animales diferentes; P = 0,0098; Prueba U
de Mann-Whitney), y aumenta la relacion de “sag” en respuesta a un paso de
corriente hiperpolarizante de 1 s (-100 pA) enel control: 1,019 + 0,009; n = 33 células
de 14 animales diferentes vs. con privacién de DA: 1,053 + 0,009; n = 32 células de
15 animales diferentes (Figura 2D; P = 0,0045; prueba U de Mann-Whitney). Se
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construyeron graficos de relacién corriente-voltaje (I — V) para medir la resistencia
de entrada neuronal (RN) de las CIN en ambas condiciones (Figuras 2C y 2D, primer
panel), lo que muestra que la RN aumenta significativamente en las neuronas con
privacion de DA en comparacion con las condiciones control 235,6 £+ 21,4 MQ;
Control n = 28 células de 11 animales diferentes frente a 363,2 + 28,0 MQ; n = 29
células con privaciéon de DA de 13 animales diferentes (P = 0,0008; prueba U de
Mann-Whitney; ver: Paz et al., 2021). Los graficos | — V confirman que la ausencia
de DA modifica el perfil electrofisiolégico de las CIN (Deng et al., 2007; Sanchez et
al., 2011; Paz et al., 2021). El aumento en RN coincide con una reobase mas baja:
Control: 54,9 + 7,8 pA, n = 21 células de 9 animales diferentes vs. privado de DA:
30,4 + 5,6 pA, n =21 células de 10 animales diferentes (Figura 2D, segundo panel;
P = 0,0084; prueba U de Mann-Whitney; Fino et al., 2007), lo que explica, en parte,
la hiperexcitabilidad de las CIN en ausencia de modulacion de la dopamina.
Finalmente, también encontramos una disminucién significativa en la duracion del
ancho medio del AHP en CIN con privacion de DA en comparacion con los controles
(analizados durante el disparo espontaneo), control: 217 £ 14 ms, n = 16 células de
7 animales diferentes vs. privacion de DA. : 130 £ 7 ms, n = 31 células de 15
animales diferentes; Figura 2D, tercer panel; P < 0,0001; Prueba U de Mann-
Whitney), lo que confirma que la dopamina (DA) es un modulador importante de las
propiedades intrinsecas de las CIN, incluida la corriente catidnica activada por
hiperpolarizacién o HCN, que se manifiesta por el “sag” durante la hiperpolarizacion
(Aosaki et al., 1998; Maurice et al., 2004; Deng et al., 2007; Sanchez et al., 2011;
Straub et al., 2014; Tubert et al., 2016; McKinley et al., 2019; Paz et al., 2021).
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Figura 2. Aumento de la excitabilidad de las interneuronas colinérgicas identificadas en ausencia de
dopamina (modelo 6-OHDA) (A) Arriba: microfotografia de una neurona ChAT positiva que expresa
GCaMP6f. Abajo: la misma neurona vista con microscopia infrarroja (IR) (barra de escala: 10 ym)
(B) Registros de fijacion de corriente en modalidad célula entera de una interneurona colinérgica
(CIN) representativa del cuerpo estriado control (azul) y privado de dopamina (DA) (rojo). Se
comparan las respuestas de voltaje provocadas por inyecciones de corriente hiperpolarizante y
despolarizante. (C) Relaciones representativas de corriente-voltaje (grafico 1-V) de una CIN en cada
condicién. (D) Diagramas de caja que comparan la resistencia de entrada neuronal, la reobase, la
duracion del ancho medio del potencial posthiperpolarizante (AHP), la tasa del “sag” y la frecuencia
media de disparo en 1 s, corriente despolarizante de 40 pA para muestras en ambas condiciones.
La duracién del ancho medio se midié durante el disparo espontaneo a frecuencias similares: 3—4
Hz (prueba U de Mann-Whitney: **P <0,01; ***P = 0,0008;****P <0,0001).
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PROPIEDADES Control | Privacion DA
Potencial de accion Umbral {mV)
Endentado -41.23:2 29 -39.88+3.90
Control (n=18) Liso -40.52+1.83 -41.08+0.75
Duracion al ancho medio (ms)
Endentado (n=6) Endentado 49 +0.76 5.2+0.81
Liso {n=10) Liso 5.2 +0.56 4.1+0.24
Amplitud desde el umbral (mV)
Privacion DA (n=30) Endentado 56.08£1.87 49 85516
Liso 47 22+4 59 55.07+1.96
Endentado {n=3) Tasa max. despolarizacion, dvidt
Liso (n=25) (m\s) 357324 26 30.00+4.23
Endentado 41.69x7.71 54 382415
Liso
Tasa max. repolarizacion, dvidt
(m\'s) 1237117 -10.08+1.95
Endentado -11.7321.75 -14.38+0.99
Liso
Amplitud del mAHP (mW)
Endentado 7.18£0.78 4.61+0.65%
Liso 9.54+1.38 8.89+0.83
mAHP {ms)
Control (n=16)
Privacion DA (n=30) Medido al ancho medio 2169£13.61 | 130.3£7.02
Freq. de disparo(Hz)
Control (n=21)
. _ Mo. promedio de APs en respuesta a | 2.6+058 5.71+0.86™
Privacion DA (n=21) una inyeccion de corriente de 40 pA
durante 1s.
Resisfencia de enirada (NMLJ]
Control (n=28) :
LLAtrel nzad Medido en -60 mV 2356:214 | 363.2:28.02*
Privacién DA (n=29)
Reobase [pA)
Control (n=21) . . . .
Minima corriente reguerida para | 54.927.8 304156
Privacion DA (n=21) generar un AP.
Relacion SAG
Control (n=33) . ) L .
- Pico de wvoltaje al inicio / Pico de | 1.019+0.009 | 1.053+£0.009**
Privacion DA (n=32) voltaje al final de un paso de comiente
de 100pA, 1s.
Potencial de membrana (Vm)
Control (n=28) . . . .
- Medido durante periodos de silencio
Privacion DA (n=12} (no actividad) (mV) -64.96+1.01 | -B1.782177

Tabla 1. Cambios en las propiedades intrinsecas de las CIN después de la privacion de DA.
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Comunmente, las CIN que exhiben actividad espontanea durante el registro de
patch clamp con célula adherida (ver Figura 3) siguen mostrandola después en el
registro de célula entera, ya sea con modalidades de parche perforado o no
perforado (Figura 4A). La excitabilidad aumentada de la poblacion de CIN en
condiciones de privacion de DA también se manifiesta por un mayor porcentaje de
neuronas que exhiben actividad espontanea (Figura 4A, derecha) (P = 0,0001; df =
1; prueba de x2). Al comparar la actividad espontanea sin ningun tipo de estimulo,
las CIN con privacién de DA mostraron tasas de frecuencia significativamente mas
altas (Figura 4B, izquierda): en control: 1,88 + 0,40 Hz; n = 16 células de 7 animales
diferentes; con deplecion de DA: 3,94 + 0,55 Hz; n = 30 células de 14 animales
diferentes; P = 0,0061; Prueba U de Mann-Whitney). El coeficiente de variacion
también aumento en las neuronas privadas de DA (Figura 4B, derecha): control:
0,76 + 0,08, n = 16 células de 7 animales diferentes; en privacion de DA: 1,45 +
0,11, n = 30 células de 7 animales diferentes (P = 0,001; prueba U de Mann-
Whitney). Como se vio anteriormente, algunas CIN con actividad espontanea

pueden silenciarse y viceversa.
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Figura 3. Registro simultaneo electrofisiolégico y de imagenologia de calcio de una interneurona
colinérgica del nucleo estriado. (A) Los paneles de izquierda a derecha muestran: una micrografia
de doble fotdn de neuronas que expresan tdTomato (rojo), en el mismo campo que muestra neuronas
que expresan GCaMP6f (verde; debajo del promotor de sinapsina), neuronas inmunorreactivas a
anticuerpos anti-ChAT (azul), y la combinacién de paneles anteriores que muestran que las neuronas
ChAT corresponden a las de tdTomato. (B) Registro representativo de fijacion de corriente en
modalidad de célula entera de una CIN estriatal que muestra respuestas de voltaje a inyecciones de
corriente despolarizantes e hiperpolarizantes de 1s en el soma: disparo, rectificaciéon interna (sag) y
rebote (el recuadro ilustra estimulos de corriente de —80 a 30 pA en pasos de 10 pA). (C) Registro
extracelular simultdneo de una CIN con actividad espontanea (arriba), sus correspondientes
transitorios de calcio (AF/FO; segundo trazo) y actividad eléctrica inferida a partir de la 12 derivada
en el tiempo de la fluorescencia del calcio [d(AF/F0)/dt: tercer trazo ]. Los puntos en el trazo inferior
representan la forma en que se ilustra la actividad eléctrica inferida de los graficos de tipo raster
como en la Figura 1. Se muestra una neurona con réfagas y pausas para comparar la actividad real

(arriba) con la inferida (abajo). Recuadro discontinuo: acercamiento del registro simultaneo.
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Figura 4. Las interneuronas colinérgicas con privacion de DA muestran méas actividad espontanea.
(A) Arriba: un registro electrofisiolégico representativo de patch-clamp en célula entera de una CIN
gue muestra disparo espontaneo (corriente cero) en condiciones control. Abajo: una CIN gue muestra
disparo espontaneo (corriente cero) en ausencia de dopamina. Los graficos de pastel de la derecha
muestran porcentajes de neuronas encontradas con y sin actividad espontanea en el momento del
registro (****P < 0,0001; df = 1; x2). (B) Los diagramas de caja muestran la frecuencia media de

disparo obtenida a partir de 1s de disparo espontaneo a partir de registros electrofisioldgicos (**P =
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0,0061; Mann-Whitney U) y el coeficiente de variacion (***P = 0,001; Mann-Whitney U) durante el
disparo espontaneo. Control n = 16 neuronas de 7 animales diferentes; n = 30 neuronas con privacion

de DA de 14 animales diferentes.

Nos preguntamos si las diferencias en las propiedades intrinsecas entre CINs
control y CINs parkinsonianas se deben a corrientes idnicas que se activan
diferencialmente en las distintas condiciones (Deng et al., 2007; Tubert et al., 2016).
Por lo tanto, examinamos las caracteristicas de los APs de las CINs control y
parkinsonianas con gréficos dV / dt (V) (Bean, 2007). Encontramos un espectro de
formas de onda de APs cuyos extremos se representan en las Figuras 5A, B. Las
graficas fueron promedios + SEM de varios AP de neuronas individuales con
actividad espontanea elegidas por tener frecuencia y potenciales de membrana
similares medidos en el disparo durante intervalos de 2 minutos (Control-endentado
n = 6; Control- liso n = 10 células de 7 animales diferentes; privadas de DA-
endentado n = 5; privado de DA-liso n = 25 neuronas de 14 animales diferentes).
Los trazos promedio de las muestras control (arriba en azul) tienen una endentacion
clara durante la despolarizaciéon del AP, mientras que otros trazos exhiben un
ascenso mas suave hacia sus picos. Los trazos de las neuronas privadas de DA
también muestran endentaciones durante la despolarizaciéon, mientras que otras
neuronas tienen un ascenso mas suave (Tabla 1). El color mas claro muestra el
porcentaje de AP con endentacion durante la despolarizacion (la comparacion de
porcentajes con y sin endentacion da como resultado P = 0,0001; gl = 1; prueba de
X2), lo que sugiere que los aumentos en la frecuencia de disparo van acompafiados
del aumento en la velocidad de subida del AP, lo que respalda la hipotesis de un
cambio en las propiedades intrinsecas (por ejemplo, redistribucibn de canales
ibnicos) debido a la ausencia de DA. La endentacion se atribuye cominmente a la
generacion de AP en el segmento inicial del axon (Chand et al.,, 2015). Las
diferencias aparentes mostradas en la superposicion de trazos promediados de las
neuronas control y con privacion de DA no fueron significativas, ya que los AP
individuales muestran una gran variabilidad (Figuras 5C, D). Se encontré6 una
diferencia significativa en las amplitudes de los AHPs en los espacios de fase de las
CIN con endentacion (Figura 5E; P = 0,03; prueba U de Mann-Whitney). Varios
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canales ioGnicos participan en la generacion del AHP (Deng et al., 2007; Sanchez et
al., 2011; Tubert et al., 2016).
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Figura 5. Los extremos de un espectro continuo de formas de onda de potenciales de accién (AP)
dentro de la poblacién estriatal de interneuronas colinérgicas. (A) CIN con endentacion clara durante
la despolarizacion del AP como lo revelan los diagramas de fase dV/dt(V) (flechas). (B) CIN con una
despolarizacion mas lisa o suave durante su AP. Los trazos superiores (azules) corresponden a AP
en condiciones control y los trazos medios (rojos) corresponden a AP de neuronas privadas de DA.
Los AP se eligieron durante el disparo espontaneo a una frecuencia similar y a un mismo potencial,
medido en el umbral. Los graficos dV/dt(V) se ilustran como medias + error estandar de la media
(SEM). Los trazos inferiores en (A, B) superponen medias de neuronas control y de neuronas
privadas de DA (Control-endentado n = 6; Control-liso n = 10 células de 7 animales diferentes;
privadas de DA-endentado = 5; privadas de DA-liso n = 25 células de 14 animales diferentes). Los
graficos circulares muestran el porcentaje de diagramas de fase con endentacion durante la
despolarizacion del AP en un color méas palido; en las condiciones de control hay mas neuronas con

endentacion durante la despolarizacién de los AP (P = 0,0001; df = 1; x2). (C) Superposicion de AP

38



promediados con endentacion en la despolarizacién. Control (azul) y con privacion de DA (rojo). (D)
Superposicion de AP promediados sin endentacién o lisos. (E) Las diferencias mostradas no son

significativas, excepto la amplitud de AHP en AP endentados (*P = 0,03; prueba U de Mann-W hitney).

Actividad de las interneuronas colinérgicas del cuerpo estriado observadas

con imagenologia de calcio

Para seguir simultdneamente la actividad de docenas de CINs dentro de
microcircuitos estriatales de dimensiones histoldégicas, combinamos la infeccidén
adenoviral de FLEX-tdTomato en ratones ChAT-Cre para marcar CINs (células
ChAT positivas; Figura 3A, primera imagen de izquierda a derecha) con Syn-
GCaMP6f expresado en todas las neuronas dentro del area de infeccion (Figura 3A,
segunda imagen de izquierda a derecha). La tercera imagen en la Figura 3A
muestra que las neuronas marcadas con tdTomato también eran inmunorreactivas
a los anticuerpos ChAT. La dltima imagen muestra la fusién de fotogramas
anteriores, lo que confirma la correcta identificacion de las interneuronas
colinérgicas en este disefio experimental. Se identificaron los perfiles
electrofisiol6gicos cominmente reportados en interneuronas colinérgicas en todas
las células positivas para tdTomato registradas (Figura 3B). La Figura 3C muestra
de arriba a abajo: AP registrados extracelularmente de una CIN identificada, el
registro simultdneo de sefiales de fluorescencia obtenidos con imagenologia de
calcio, la actividad eléctrica inferida de las sefales de fluorescencia [d(AF/F0)/dt] vy,
finalmente, los puntos en la parte inferior del panel muestran como se representa la
actividad inferida en los graficos tipo raster (Figura 1). Cada punto refleja el
momento en el que la neurona presenta actividad. Notese la estrecha similitud entre
los potenciales de accién registrados y lo inferidos a partir de los transitorios de
calcio. De esta manera, la actividad dentro de un microcircuito se puede ilustrar
utilizando graficos raster (ver "Materiales y métodos"), en los que las filas en el eje

Ly N

y” representan la actividad de cada neurona a lo largo del tiempo, mientras que el

eje “X” se representan cuadros de video expresados en unidades de tiempo.

La Figura 1A muestra un grafico tipo raster en condiciones control. Los puntos en
cada fila del grafico muestran la actividad registrada de neuronas individuales que
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pertenecen a diferentes poblaciones dentro del microcircuito estriatal a lo largo del
tiempo. Los puntos azules indican CIN identificadas (ChAT+), mientras que los
puntos grises muestran neuronas ChAT-. El histograma de la derecha muestra el
porcentaje de actividad célula por célula (filas: cuadros con actividad/cuadros totales
multiplicados por 100). El histograma en la parte inferior representa la actividad
neuronal sumada columna por columna (cuadro por cuadro), que son las neuronas
gue se activan juntas (vectores columna de coactividad). La sumatoria de estos
vectores a lo largo del tiempo denota la tasa de acumulacion de actividad
("Materiales y métodos" y la Figura complementaria 2), representada con las
pendientes de esta actividad (Figura 1C). Con esta métrica comparamos (Figura 1B)
la actividad del nucleo estriado privado de DA. Los puntos rojos representan CINs
identificadas, mientras que los puntos negros son neuronas no colinérgicas o ChAT
-. El umbral para considerar un pico significativo de coactividad se determina usando
simulaciones de Monte Carlo (Pérez-Ortega et al., 2016) y esta representado por
una linea punteada (P < 0,05). En condiciones control, hay pocos picos de
coactividad o no son significativos (Figura 1A, arriba; n = 7 rebanadas de 7 animales
diferentes; Carrillo-Reid et al., 2008). Por el contrario, en condiciones de privacién
de DA, la actividad neuronal aumenta mostrando picos significativos de coactividad
espontanea (Figura 1B; n = 7 rebanadas de 7 animales diferentes; Jaidar et al.,
2010; Plata et al., 2013a; Aparicio-Juarez et al., 2019; Lara-Gonzélez et al., 2019).
En esta condicion, las CINs identificadas se coactivan significativamente y subyacen
a picos significativos de coactividad en el circuito (marcados en rojo en el histograma
de coactividad) independientemente de representar a un pequefio porcentaje de las
neuronas estriatales. La tasa de acumulacion de actividad aumento
significativamente en las neuronas ChAT+ después de la privacion de DA (Figura
1C; P = 0,0087; ANOVA de Kruskal-Wallis con prueba de Dunn post hoc). Las
funciones de distribucién acumulativa (CDF) que considera todas las células de
varios experimentos en cada condicion experimental  muestran diferencias
significativas (Figura 1D): neuronas ChAT+ control frente a ChAT- control: P = 0,76;
control ChAT+ vs. ChAT+ privadas de DA: P <0,0001; control ChAT- vs. ChAT-
privadas de DA: P = 0,042; ChAT+ frente a ChAT- privadas de DA: P < 0,0001
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(ChAT+ control n = 58 neuronas; ChAT- control n = 146 neuronas; ChAT+ privadas
de DA n= 65 neuronas, ChAT- privadas de DA n= 222 neuronas; de 7 animales
diferentes tanto en el control como en ausencia de DA, prueba de Kolmogorov-
Smirnov). Para concluir, la técnica de registro multiple demuestra que las CINs
aumentan su actividad después de la privacion de DA, y que este aumento es
relativamente mayor que el de las neuronas ChAT- (Ding et al., 2006; Sanchez et
al., 2011; Tubert y Murer, 2020; Paz et al., 2021). Por este motivo, las siguientes
figuras muestran los rasters unicamente de CINs identificadas en diferentes

condiciones.
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Figura 6. Las interneuronas colinérgicas del cuerpo estriado aumentan su actividad como lo muestra
la densidad del raster y modifican su patrén de actividad después de la privacion de DA. (A) Grafico
tipo raster que muestra la actividad de varias CIN identificadas en una rebanada de cerebro en
condiciones control. Algunos picos de coactividad significativos tienen 3 o menos neuronas. (B)
Gréfico tipo raster que muestra la actividad de varias CIN identificadas en condiciones de privacion
de DA; El disparo aumentado es claro durante el registro simultdneo de CIN. Varios picos de
coactividad significativos a lo largo del tiempo tienen 6 o mas neuronas (P = 0,05 después de
simulaciones de Monte Carlo; ver Pérez-Ortega et al., 2016). (C) La distribucién de todos los
intervalos entre eventos ilustra las diferencias en la densidad del raster en ambas condiciones (un
evento, un punto, denota actividad neuronal; un intervalo entre eventos es el silencio entre eventos).

La distribucion estid sesgada y debe mostrarse a diferentes escalas. El histograma de la izquierda
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muestra intervalos de <1 s que muestran que los CIN en ausencia de DA se activan con mas
frecuencia. El histograma del medio muestra eventos mas prolongados <60 s. Los CIN con privacion
de DA tienen mas eventos de este tipo ya que los trenes de actividad van seguidos o precedidos por
pausas. El histograma de la derecha muestra que los intervalos mas prolongados de <120 s
pertenecen a CIN en condiciones control. (D) Agrupadas y normalizadas como funciones de

distribucion

Se realizd6 una infeccion adenoviral del indicador de calcio GCaMP6f bajo el
promotor de ChAT. Esto nos permitié seguir exclusivamente la actividad de las CINs
a lo largo del tiempo. La Figura 6A muestra un raster representativo de la actividad
de las CIN en condiciones control: los trenes o picos de actividad individuales estan
separados por periodos de silencio de varias duraciones. La Figura 6B muestra un
grafico raster representativo de la actividad de CINs en condiciones de privacion de
DA. Como en resultados anteriores (Figura 1), la aparicion de numerosos picos
significativos de coactividad indica hiperactividad de CINs en ausencia de DA: se
ven mas trenes de actividad precedidos o seguidos de pausas, lo que
aparentemente aumenta la densidad de disparo en las graficas raster. La Figura 6C
muestra un histograma de todos los intervalos de silencio independientemente de
la duracion (densidad = 1/eventos en silencio o sin actividad de todas las
duraciones, la mayoria de los cuales se infieren como intervalos entre disparo). El
histograma tiene una cola larga por lo que se ilustra dividido en paneles a tres
escalas diferentes: a la izquierda, un histograma de todos los intervalos inferiores a
1s muestra que en las condiciones de privacion de DA hay mas intervalos entre
eventos de esta duracion en comparacion con el control, lo que implica que las CINs
se activan con mas frecuencia. En medio, el histograma muestra pausas entre
trenes de actividad entre 2 y 6s s. Estos intervalos aparecen con mas frecuencia en
condiciones de privacion de DA, lo que refleja los numerosos trenes de disparo
precedidos o seguidos de pausas. El histograma de la derecha muestra que los
intervalos mas prolongados entre eventos pertenecen a condiciones de control
cuando las neuronas se activan en modos ténicos o irregulares. Para ver si estas
diferencias reflejan un cambio en el patron de disparo, normalizamos y agrupamos
todos los intervalos inter- disparo inferidos (11SI) independientemente de su duracién

en funciones de distribucién acumulativa (CDF); claramente se encuentran mas
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pausas en condiciones de privacion de DA (P <0,0001; control, n = 163 células de
n = 10 rebanadas de 10 animales diferentes; CIN con privacion de DA, n = 285
células de n = 13 rebanadas de 12 animales diferentes; Prueba de Kolmogorov-
Smirnov), que muestra un cambio en el patrén de disparo de ténico a trenes de
disparo mas irregulares o en forma de rafagas con pausas. Claramente, el registro
simultaneo de las CIN identificadas muestra el aumento de la actividad de la
mayoria de las CIN en ausencia de DA, mientras que las neuronas individuales
aumentan, disminuyen o pausan su actividad. Por lo tanto, las discrepancias
reportadas pueden deberse a diferentes métodos de muestreo en neuronas
individuales (Ding et al., 2006; Sanchez et al., 2011; McKinley et al., 2019; Choi et
al., 2020; Tubert y Murer, 2020; Paz et al., 2021), lo que demuestra que los registros
de poblacion ofrecen una mejor ilustracion del fenOmeno. Nuestra siguiente
pregunta fue si las CIN que se activan durante la ausencia de DA también dependen
de entradas sinapticas extrinsecas que se sabe aumentan durante el parkinsonismo
(Galarraga et al., 1987; Calabresi et al., 1996; Henderson et al., 2000; Zhang et al.,
2013; Smith et al., 2014; Villalba et al., 2015; Glajch et al., 2016; Parker et al., 2016;
Aceves-Buendia et al., 2017; Zhai et al., 2018).

Las entradas sinapticas contribuyen a la hiperactividad de las interneuronas

colinérgicas en condiciones de deplecién de dopamina.

Investigamos si los cambios en las entradas sindpticas del cuerpo estriado también
contribuyen a la hiperactividad patolégica de las CIN. Con este fin, se administraron
antagonistas glutamatérgicos y GABAérgicos (CNQX 10 uM + APV 50 uM vy
Gabazina 10 uM) en diferentes 6rdenes para observar la contribucion de los aportes
extrinsecos a la actividad de las CIN antes y después de la privacion de DA. La
Figura 7A muestra un grafico tipo raster con la actividad espontanea de las CIN en
condiciones control mostrando escasos picos significativos de coactividad de las
CIN (histograma en la parte inferior) asi como la actividad de neuronas individuales
(histograma a la derecha). La actividad en el control es escasa y la administracion
de antagonistas glutamatérgicos (+ CNQX + APV) produce cambios significativos.
De hecho, ni la tasa acumulacion de actividad (Figura 7B; P > 0,1; prueba T de
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Wilcoxon) ni las funciones de distribucion acumulada (CDF; Figura 7C; P > 0,05;
prueba de Kolmogorov-Smirnov; Control CIN n= 116 neuronas; CNQX + APV =113
neuronas; mas Gabazina = 129 neuronas; de n = 8 rebanadas de 8 animales
diferentes) muestran cambios significativos, lo que sugiere que las entradas
glutamatérgicas excitadoras de la corteza y el talamo son minimas cuando el nlcleo
estriado control esta en reposo y sin estimulo (Lara-Gonzélez et al., 2019), a
diferencia del nacleo estriado activado control (cf., Pérez-Ortega et al., 2016). Por
el contrario, las CINs aumentan su actividad después de la deplecion de DA (Figura
8), mostrando varios picos significativos de coactividad (histograma en la parte
inferior). La adicion de antagonistas glutamatérgicos reduce esta actividad, los picos
de coactividad y la actividad celular individual (histograma a la derecha). La tasa de
acumulacion de actividad disminuye significativamente (Figura 8B; P = 0,03; prueba
T de Wilcoxon). La adicion posterior del antagonista GABAérgico, Gabazina, tiene
una tendencia no significativa a reducir ain mas la actividad de las CIN en
condiciones de privacion dopaminérgica. Agrupando las neuronas de todos los
experimentos en estas condiciones construimos funciones de distribucion
acumulada (CDF) que muestran significancia: CIN con privacién de DA vs. CIN con
privacion de DA mas CNQX + APV: P <0,0001; con adicion de gabazina (Figura 7C;
P < 0,0001; prueba de Kolmogorov-Smirnov; CIN con privacion de DA n= 159
neuronas; CIN con privacion de DA adicionando CNQX + APV = 145 neuronas; mas
Gabazina = 143 neuronas; de n = 6 rebanadas de 6 animales diferentes).
Concluimos que una gran parte de la hiperactividad de las CIN encontrada en
ausencia de DA se debe a la transmision glutamatérgica desde la corteza o el
tadlamo (p. €j., Arias-Garcia et al., 2017). Debido a que en condiciones control sin
estimular el bloqueo glutamatérgico tiene acciones no significativas, se infiere que
un cambio en la transmision glutamatérgica es debida a la ausencia de DA lo que
afecta la actividad de las CIN (Villalba et al., 2015, 2019; Parker et al., 2016; Aceves
-Buendia et al., 2017).
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Figura 7. Influencia de los aportes glutamatérgicos en la actividad espontanea de las interneuronas

colinérgicas en condiciones de control sin estimulacion. (A) El gréafico raster muestra la actividad

espontanea de las CIN en condiciones control y después de aplicar 10 yM CNQX y 50 uM APV.

Posteriormente se administraron 10 pM gabazina. El histograma de la derecha muestra la actividad

por neurona (filas), el histograma de la parte inferior muestra la actividad por columna (coactividad).

(B) Los diagramas de caja muestran muestras de la tasa de acumulacion de actividad con cambios

no significativos (pruebas T de Wilcoxon o Friedman). (C) Funciones de distribucion acumulada

(CDF) de ChAT+ en condiciones de control y con los antagonistas: CIN control vs. CIN + CNQX +

APV: P = 0,087; + Gabazina: P = 0,24 (prueba de Kolmogorov-Smirnov: control n-CINS = 116 células,

+ CNQX + APV = 113; + Gabazina = 129 células de n = 8 rebanadas de 8 animales diferentes)
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Figura 8. Las entradas glutamatérgicas al microcircuito estriatal son esenciales para el aumento de
la actividad de las interneuronas colinérgicas en el tejido privado de dopamina. (A) El gréafico tipo
raster representa la actividad de las CIN identificadas registradas simultaneamente en tejido privado
de DA, antes y después de aplicar antagonistas glutamatérgicos (CNQX 10 uM y APV 50 uM) y el
antagonista GABAérgico (GABAzina 10 uM). Tanto la actividad celular individual (derecha: filas)
como los picos significativos de coactividad (abajo) disminuyen. (B) Los diagramas de caja muestran
reducciones significativas en la tasa de acumulaciéon de actividad después de los antagonistas (*P =
0,03; prueba T de Wilcoxon: privacion de DA vs. privacion de DA con antagonistas glutamatérgicos).
La aplicacion posterior de GABAzina tiende a reducir ain mas la tasa de acumulacién de actividad,
pero esto no es significativo. (C) Funciones de distribucion acumulativa (CDF) de las neuronas
ChAT+: CIN con privacion de DA frente a CIN mds CNQX + APV (P <0,0001); con adicién de
GABAzina (P <0,0001; prueba de Kolmogorov-Smirnov; CIN con privacion de DA n= 159 neuronas;
con CNQX + APV = 145 neuronas; mas GABAzina = 143 neuronas de n = 6 rebanadas de 6 animales

diferentes).

A continuacion, primero administramos un blogueador de las sinapsis inhibidoras

GABAérgicas: 10 yM GABAzina para saber si la inhibicion contribuye a la escasez
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de actividad neuronal en el estriado control no estimulado. La Figura 9A muestra,
como se esperaba, aumento en la actividad neuronal control reflejada en un
aumento en la tasa de acumulacion de actividad (Figura 9B; P = 0,039; Wilcoxon T),
lo que demuestra que la inhibicion contribuye a una baja actividad estriatal. Ademas,
la administracion de antagonistas glutamatérgicos (10 pM CNQX + 50 uM APV),
restablece la actividad espontanea (Figura 9B; P = 0,0002; ANOVA de Friedman
con prueba de Dunn post hoc), lo que sugiere que las sinapsis GABAérgicas estan
controlando a la entradas excitadoras espontaneas; logrando asi el equilibrio
excitador-inhibidor de este ndcleo. Las CDFs confirmaron los resultados: después
de que se bloquea la inhibicibn con GABAzina, la actividad aumenta
significativamente y se restablece después del bloqueo excitador (Figura 9C; control
vs. + GABAzina; P = 0,0033; Control vs. + GABAzina + CNQX + APV; P = 0,052; y
+ GABAzina versus + GABAzina + CNQX + APV; P < 0,0001 (n-control = 111
neuronas; + GABAzina = 133 células; + GABAzina + CNQX + APV = 116 células de
n =7 rebanadas de 7 animales diferentes; prueba de Kolmogorov Smirnov).

Sorprendentemente, la Figura 10 muestra que la hiperactividad de las CIN durante
condiciones de privacion de DA disminuye después de la aplicaciéon de gabazina
(Figura 10B; P = 0,03; prueba T de Wilcoxon). Las CDF muestran el resultado de
agrupar todas las neuronas de diferentes muestras: CIN con privacion de DA frente
a CIN con adicion de GABAzina: P = 0,0013; y adicion de CNQX + APV; P < 0,0001;
CIN + Gabazina vs CIN con adicién de CNQX + APV: P = 0,0029 (CIN con privacion
de DA n= 163 neuronas; + GABAzina = 155 neuronas; + CNQX + APV = 149
neuronas de n = 6 rebanadas de 6 animales diferentes; prueba de Kolmogorov-
Smirnov). Concluimos que, paraddjicamente, la transmision inhibitoria también
contribuye a la hiperactividad de las CIN en el circuito privado de DA; este resultado
necesita una hipétesis de trabajo (ver seccidén “Discusidén”) en vista de que el
bloqueo inhibidor del tejido control aumenta la actividad de las CIN como es de
esperar. Por otro lado, el bloqueo de la transmision glutamatérgica excitadora
disminuye la actividad de las CIN como se espera. Estos resultados sugieren que la
transmision GABAérgica se ve alterada debido a la ausencia de DA (Nitsch y
Riesenberg, 1995; Sullivan et al., 2008; Dehorter et al., 2009; Gonzales et al., 2013;
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Lopez-Huerta et al.., 2013; Sato et al., 2014; Glajch et al. al., 2016; Dorst et al.,
2020; Dong et al., 2021), provocando un desequilibrio excitador-inhibidor que quizas

explique la hiperactividad durante esta condicion.
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Figura 9. Acciones globales de las entradas GABAérgicas inhibitorias durante la actividad
espontanea de las CIN en condiciones control. (A) El grafico tipo raster representa la actividad
simultanea de las CIN antes y después de aplicar 10 yM GABAzina: un aumento en la actividad se
refleja célula por célula (actividad de las filas en el histograma a la derecha) y es significativo al nivel
de los picos de coactividad (histograma en la parte inferior; *P = 0,039; Wilcoxon T). La adicion de
10 uM CNQX + 50 pM APV parece disminuir esta actividad. (B) Los graficos de caja muestran la tasa
de acumulacién de actividad. El blogueo de la transmisién glutamatérgica inhibe la actividad después
de gabazina (***P = 0,0002; ANOVA de Friedman con prueba de Dunn post hoc). (C) Funciones de
distribucién acumulada (CDF) de la actividad de las neuronas identificadas ChAT+ en condiciones
control y durante antagonistas sinapticos: Control vs. + GABAzina: P = 0,0033; control vs. +
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GABAzina + CNQX + APV: P = 0,052; y GABAzina vs. + GABAzina + CNQX + APV: P < 0,0001. (n-
control = 111 neuronas; + GABAzina = 133 células; + GABAzina + CNQX + APV = 116 células de n
=7 rebanadas de 7 animales diferentes; prueba de Kolmogorov Smirnov).
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Figura 10. Las entradas GABAérgicas inhibidoras contribuyen a la hiperactividad de las

interneuronas colinérgicas en el tejido privado de dopamina. (A) El grafico raster representa la

actividad de las CIN identificadas registradas simultaneamente en un corte estriado privado de DA

(modelo 6-OHDA). La

aplicacion de 10 uM gabazina disminuye la hiperactividad en contraste con el

tejido de control (cf., Figura 9), donde el bloqueo de la inhibicién aumenta la actividad neuronal como

es de esperar. En el tejido privado de DA, la actividad disminuye célula por célula (filas en el

histograma de la derecha) y en los picos significativos de coactividad (histograma en la parte inferior).
La adicion de 10 yM CNQX y 50 yM APV parece disminuir alin mas esta actividad como se espera

gue lo haga el blogu

acumulacién de activi

eo de la excitacion. (B) Los diagramas de caja muestran que la tasa de

dad disminuye significativamente con gabazina (*P = 0,03; Wilcoxon T). (C)

CDF antes y después de la adicion de antagonistas sinapticos sobre la hiperactividad de las CIN
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después de la privacion de DA: CIN con privaciéon de DA frente a CIN con adicion de GABAzina: P =
0,0013; ademas, adicion de CNQX + APV: P < 0,0001; CIN + GABAzina vs. CIN con adicién de
CNQX + APV: P = 0,0029 (CIN con privacion de DA n= 163 neuronas; + GABAzine = 155 neuronas;
+ CNQX + APV = 149 neuronas de n = 6 rebanadas de 6 animales diferentes; prueba de Kolmogorov-

Smirnov).

Finalmente, decidimos estudiar otras de las sinapsis rapidas activadas por ligando
presentes en el cuerpo estriado: las sinapsis nicotinicas colinérgicas. Los receptores
nicotinicos no se expresan en las neuronas de proyeccion estriatales pero si en las
CIN, en otros tipos de interneuronas, en terminales las cortico-estriatales y talamo-
estriatales. Resulta importante evaluar las modificaciones en estas sinapsis debido
a que se ha descrito recientemente una red inhibidora polisinaptica entre las CIN,
formada indirectamente mediante receptores nicotinicos expresados en
interneuronas gabaérgicas y que es modulada por receptores dopaminérgicos de la
clase D2 (Sandor et al., 1991; Sullivan et al., 2008; Abudukeyoumu et al., 2018;
Dorst et al., 2020).

El gréfico tipo raster de la Figura 11A muestra la actividad de las CIN en el tejido
control antes y después de la adicion de 10 uM mecamilamina, un antagonista no
especifico de receptores nicotinicos, a la camara de perfusion: la actividad no
cambia, lo que sugiere que estas sinapsis no desempefan un papel relevante en
ausencia de estimulacion. Las CDF muestran un valor de p = 0,063 (prueba de
Kolmogorov-Smirnov: control CIN = 77 neuronas; con mecamilamina = 97 células;

de n = 6 rebanadas de 6 animales diferentes).

Esto contrasta con lo que sucede durante la deplecion de DA: la Figura 12 muestra
gue la mecamilamina disminuye la actividad celular individual, asi como la
coactividad después de la privacién de DA. La tasa de acumulacién de actividad y
las CDF de las CIN privadas de DA muestran una reduccién significativa después
del bloqueo de los receptores nicotinicos (Figura 12B; P = 0,05; prueba T de
Wilcoxon; Figura 12C; P < 0,0001; prueba de Kolmogorov-Smirnov; CIN con
privacion de DA n= 163 neuronas; CIN con privacion de DA mas mecamilamina n=

141 neuronas, de n = 6 rebanadas de 6 animales diferentes). En conclusion, las
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sinapsis nicotinicas colinérgicas también contribuyen a la hiperactividad de las CIN

cuando hay ausencia de DA, y es una pregunta abierta si esta transmisién también

se altera durante el parkinsonismo (Kaiser y Wonnacott, 2000; Azam et al., 2003;
Bohr et al., 2005; Quik et al., 2009; Luo et al., 2013; Abudukeyoumu et al., 2018;
Licheri et al., 2018).
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Figura 11. El blogueo de los receptores nicotinicos no tiene una influencia obvia sobre la actividad

de las CIN en condiciones control. (A) El gréfico tipo raster muestra la actividad simultanea de las

CIN antes y después de aplicar el antagonista del receptor nicotinico mecamilamina (10 uM). (B)

Gréficos de caja mostrando la tasa de acumulacion de actividad. (C) Funcién de distribucion

acumulada de la actividad de las interneuronas ChAT+ con y sin mecamilamina; P = 0,063 (prueba

de Kolmogorov-Smirnov: control CIN n= 77 neuronas; con mecamilamina n= 97 células; de n = 6

rebanadas de 6 animales diferentes).
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Figura 12. La transmisién sindptica colinérgica a través de receptores nicotinicos es importante para
mantener la hiperactividad de las interneuronas colinérgicas en el tejido carente de DA. (A) El gréafico
raster muestra la hiperactividad de las CIN en condiciones de privacion de DA. La adicion de 10 uM
de mecamilamina, un antagonista de los receptores nicotinicos parece disminuir esta hiperactividad
neurona por neurona (histograma a la derecha) y en los picos significativos de coactividad
(histograma abajo). (B) Los diagramas de caja muestran que la tasa de acumulacion de actividad a
lo largo del tiempo disminuye (n = 6; P = 0,05; prueba T de Wilcoxon). (C) Las CDF muestran
diferencias entre la actividad de las CIN durante condiciones de privacion de DA antes y después de
la mecamilamina: P < 0,0001 (CIN privacion de DA n= 148 neuronas; mas mecamilamina n= 141

neuronas, de n = 6 rebanadas de 6 animales diferentes: Prueba de Kolmogorov-Smirnov).

En conjunto, los resultados reportados muestran que las sinapsis rapidas activadas
por ligando del circuito estriatal contribuyen a la hiperactividad de las CIN después

de la privacion de DA.
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7.0 DISCUSION

La alteracion en la actividad de las interneuronas colinérgicas durante el
Parkinsonismo es relevante debido a que se ha reportado que la pérdida de la
modulacién dopaminérgica esta acompafiada de hipercolinergia (Barbeau, 1962;
Aosaki et al., 1994, 1998; Yan et al., 1997; Galarraga et al., 1999; Pisani et al., 2000;
Tanimura et al., 2017, 2019) y no sabemos cuantos de los signos del parkinsonismo
se deben a la hipercolinergia y cuantos a la hipodopaminergia misma. Es un hecho
gue los farmacos anticolinérgicos se usan como coadyuvantes en muchos casos,
pero es la fecha en que no se cuenta con farmacos para receptores muscarinicos
especificos. El desbalance de ambos moduladores, DA y ACh, subyace a la
aparicion de la actividad oscilatoria anormal que correlaciona los sintomas motores
de la EP como la bradicinesia y el temblor en reposo (Magill et al., 2001;
Courtemanche et al., 2003; Brown, 2007; Hammond et al., 2007; Moran et al., 2011;
Helmich et al., 2012; Lemaire et al., 2012; Cai et al., 2021; Iskhakova et al., 2021).

Estudios anteriores demostraron que cuando son registradas individualmente las
neuronas de proyeccion del estriado no muestran grandes diferencias en su
actividad cuando son privadas de dopamina, en cambio las neuronas tGnicamente
activas (TAN) muestran una frecuencia preferente en la banda beta (Deffanis et al.,
2016; Deffanis and Bergman, 2019). La inhibicion directa de las interneuronas
colinérgicas (un tipo de TAN estriatal) mejora los sintomas motores en un modelo
de parkinsonismo animal (Maurice et al., 2015), mientras que su activacion
incrementa los ritmos beta patolégicos (Kondabolu et al., 2016). Esta evidencia
sefiala que las CIN podrian estar hiperactivas cuando hay ausencia de la
modulacién dopaminérgica. Sin embargo, la literatura est4d plagada de
discrepancias en este respecto: mientras hay autores que reportan un aumento en
la actividad de las CIN, otros reportan una disminucion (Ding et al., 2006; Sanchez
et al., 2011; Tubert et al., 2016; McKinley et al., 2019; Choi et al., 2020; Tubert and
Murer, 2020; Paz et al., 2021).
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Creemos que las diferencias encontradas se solventan con el presente trabajo, ya
gue logramos registrar decenas de neuronas simultdneamente durante largos
periodos de tiempo en el tejido parkinsoniano comparandolo con el tejido control;
algo que no se habia hecho. Los registros se realizaron sin ningan tipo de
estimulacion para poder contrastar la actividad espontanea de estas neuronas. Esto
nos permitid observar que este tipo de neuronas se alternan entre periodos de
actividad y periodos de silencio. A pesar de esta alternancia, la actividad espontanea
global de la poblacion de CIN aumenta significativamente cuando hay disminucion
de dopamina en el microcircuito. Ademas, la distribuciébn de las pausas entre
disparos es significativamente mayor en ausencia de DA, sobre todo entre los trenes
prolongados de disparo. Sumado al aumento de la frecuencia de los trenes de
disparo y los disparos individuales totales durante periodos mas largos de tiempo
respecto del control, observamos que la densidad del raster aumenta (ver seccion
“‘Resultados”; Figura 6). Estos resultados indican que las CINs no solo estan mas
activas sino que también cambiaron su patrén de disparo de ténico a disparo en

rafagas.

Como se describi6 anteriormente, las propiedades intrinsecas de las CIN
contribuyen a su aumento de la actividad y en consecuencia a la hipercolinergia
(Galarraga et al., 1999): una mayor resistencia a la entrada y una disminucion de la
reobase en ausencia de modulacion de la dopamina (Fino et al., 2007) inducen una
mayor excitabilidad. Los graficos de intensidad-frecuencia muestran que estas
diferencias influyen en la respuesta de CIN ante estimulos similares y, a pesar de
evitar la estimulacion en potenciales de mantenimiento arbitrarios, se observa una
reduccion en la duracion de la mitad del ancho del AHP en las CIN en la condicion
privada de DA, medida durante la actividad espontanea, con el disparo a potenciales
y frecuencias de membrana similares en condiciones control y en privacion de DA
(Wilson, 2005; Deng et al., 2007; Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 2016; Paz et
al., 2021). Finalmente, la endentacion durante la despolarizacién de AP, que sugiere
la generacion de potenciales de accion en el segmento inicial, se redujo en
condiciones de privacion de DA (Bennett y Wilson, 1998). Todas estas

observaciones respaldan la hipétesis de que la modificacion de las propiedades
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intrinsecas contribuye a la hiperactividad de las CIN durante la ausencia de la

modulacién de DA.

Sin embargo, hasta ahora no se ha estudiado a detalle el efecto de las entradas
sinapticas rapidas activadas por ligando sobre las CIN. El objetivo principal de este
trabajo es puntualizar la importancia de la investigacion de esta reestructuracion
sinaptica en los modelos de parkinsonismo, y los desafios que conlleva para futuras
investigaciones. Aqui explicamos y discutimos nuestros resultados proponiendo
hipétesis de trabajo, quizas Utiles para futuras investigaciones. En este sentido, a

continuacion, se detallan los hallazgos originales de este trabajo.

Acciones de las aferencias glutamatérgicas sobre la hiperactividad de las

interneuronas colinérgicas con privacion de DA.

El blogueo de la transmision glutamatérgica disminuye significativamente la
hiperactividad patologica de las CIN; cuando en condiciones control, no parece
alterar la actividad espontanea de las CIN (cf. Figuras 7, 8). Las fuentes
glutamatérgicas involucran principalmente a la corteza y al talamo (Lapper y Bolam,
1992; Consolo et al., 1996; Bernard et al., 1997; Bolam et al., 2000; Matsumoto et
al., 2001; Minamimoto y Kimura, 2002; Ellender et al., 2013; Smith et al., 2014,
Kosillo et al., 2016; Assous y Tepper, 2019) de los cuales, el aporte talamico es el
mas fuerte en condiciones de control (Sidibé y Smith, 1999; Ding et al., 2010 ; Guo
et al., 2015). Anteriormente se ha informado de un aumento de la actividad
glutamatérgica durante el estado parkinsoniano (Galarraga et al., 1987; Calabresi
et al., 1996; Henderson et al., 2000; Zhang et al., 2013; Smith et al., 2014; Zhai et
al. ., 2018), quizas, debido a una disfuncion de la plasticidad de las entradas
glutamatérgicas del cuerpo estriado (Villalba et al., 2015, 2019; Parker et al., 2016;
Aceves-Buendia et al., 2017). La hiperactivacion colinérgica puede promover la
activacion de las terminales glutamatérgicas presinapticas (corticales y talamicas) a
través de receptores nicotinicos (Abudukeyoumu et al., 2018). Formando asi, un

ciclo de retroalimentacion positiva entre CIN y terminales glutamatérgicas.
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Numerosos farmacos antiparkinsonianos propuestos, como la amantadina y la
ketamina, tienen como objetivo reducir estas entradas glutamatérgicas al nucleo
estriado (Allers et al., 2005; Bartlett et al., 2020). Aqui, demostramos que un
importante blanco de estas entradas son, de hecho las CIN(Lapper y Bolam, 1992;
Calabresi et al., 1996; Consolo et al., 1996; Bernard et al., 1997; Sidibé y Smith,
1999; Matsumoto et al., 2001; Williams et al., 2002; Costa et al., 2006; Parr-Brownlie
et al., 2009; Ellender et al., 2013; Doig et al., 2014), dejando la pregunta de cual
fuente de estas entradas es mas importante en la situacion patoldgica: talamica o
cortical (Arias-Garcia et al., 2017), y si las CIN son el blanco principal de estas
entradas en comparacion con las neuronas espinosas de proyeccion o los otros

tipos de interneuronas estriatales.

Acciones de las entradas GABAérgicas sobre la hiperactividad de las

interneuronas colinérgicas con privacion de DA.

Sorprendentemente, el bloqueo de las entradas GABAérgicas también disminuye
significativamente la hiperactividad patolégica de las CIN. En la condicion control, el
blogueo GABAérgico hace lo que se supone gque debe hacer: un aumento en la
actividad debido al desequilibrio entre las entradas excitadoras e inhibidoras (ver
Figuras 9, 10). ¢ Como se puede explicar el resultado contrario en el parkinsonismo?
La evidencia indica que el parkinsonismo genera un desequilibrio en los niveles de
excitacion e inhibicion que moldean la actividad del microcircuito. Al bloquear la
entrada GABAérgica lo que puede estar ocurriendo en el microcircuito es alguna de

las siguientes alternativas o varias de ellas al mismo tiempo.

e Desinhibicion: que el bloqueo gabaérgico desinhiba a sinapsis excitadoras,
esto podria ser presinapticamente, o bien, bloquear mayoritariamente la
inhibicion de una interneurona que tiene como uno de sus papeles principales
inhibir a las CIN (Quian et al., 2022).

Una fuente de desinhibicion serian las neuronas GABAérgicas del GPe que
regresan al estriado — neuronas arquipalidales, que recae principalmente
sobre las interneuronas GABAérgicas estriatales (Raz et al., 2001; Mallet et
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al., 2012, 2016; Abdi et al., 2015; Fujiyama et al., 2015; Glajch et al., 2016;
Aristieta et al., 2021; Cui et al., 2021).

e Cambio de efecto inhibitorio a excitatorio: las interneuronas GABAérgicas
LTS pueden excitar a las CIN a través de la coliberacion de éxido nitrico
generando despolarizaciones prolongadas (Elghaba et al., 2016). Asi, los
pesos de las diferentes entradas GABAérgicas no tienen por qué ser los
mismos en el parkinsonismo que en el control. Si las interneuronas LTS
aumentan su actividad y aumenta la concentracion de Oxido nitrico,
aumentaria la actividad de las CIN; por lo tanto, bloquear la transmisién de
estas estas interneuronas podria disminuir la actividad de las CIN.

e Bloqueo de la transmision de volumen GABAérgica: las entradas
GABAérgicas de las interneuronas que expresan NPY+ o TH+ pueden inducir
una fuerte inhibicion a través de la transmision de volumen de las entradas
glutamatérgicas (Tepper et al., 2018; Dorst et al., 2020). Este desequilibrio
ampliamente reportado en condiciones parkinsonianas, provoca no solo
hiperactividad sino también un cambio en el patron de disparo de las CINs
(véase Figura 6) de disparo tonico regular a rafagas pues el incremento de la
inhibicion hiperpolariza la membrana de las CINs lo suficiente como para
activar la corriente cationica “Ih” de esta poblacion neuronal que inicia fuertes
despolarizaciones de rebote al salir de la hiperpolarizacion, lo que puede

estar promoviendo secuencias de disparos con pausas.

El bloqgueo GABAérgico puede estar impidiendo que se desencadene la actividad
en rafagay por tanto que la actividad disminuya.

Todas estas propuestas pueden explicar el resultado del bloqueo GABAérgico en el

parkinsonismo; todas son hipétesis que pueden comprobarse en el futuro.
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Acciones de los aportes nicotinicos colinérgicos sobre la hiperactividad de

las interneuronas colinérgicas con deplecion de DA.

El blogueo de la transmisién colinérgica a través de los receptores nicotinicos
(nAChR) también puede reducir la hiperactividad de las CIN (véanse las Figuras 11,
12). Las acciones de los nAChR en el microcircuito estriatal son extensas.
Diferentes tipos de nAChR se expresan presinapticamente en aferentes
dopaminérgicas y glutamatérgicas que provienen de la SNc, el tAlamo y la corteza,
respectivamente (Hill et al., 1993; Kaiser y Wonnacott, 2000; Zhou et al., 2001;
Parker et al. ., 2004; Rice y Cragg, 2004; Zhang y Sulzer, 2004; Bohr et al., 2005;
Campos et al., 2010; Licheri et al., 2018; Tanimura et al., 2019; Assous, 2021). En
las terminales corticoestriatales, promueven la liberacion y transmision de
glutamato. Por lo tanto, una hip6tesis de trabajo parsimoniosa para explicar las
acciones de los antagonistas de los receptores nicotinicos es que reducen la
liberacién de glutamato de las aferencias hiperactivas. Esto necesita demostracion
mediante investigaciones futuras. No obstante, también pueden estarse llevando a
cabo otros mecanismos. Los nAChR son expresados por las propias CIN (Azam et
al., 2003; Abbondanza et al., 2022) y estan ausentes en las SPN, asi, una red de
CINs reclutadas a través de nAChR puede brindar un fuerte apoyo al estado
patolégico altamente recurrente que se encuentra durante la privacion
dopaminérgica (Jaidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016). Esta hipotética red
de CINs también debe demostrarse. La Figura 5 muestra un aumento en el
acoplamiento de la actividad de las CIN con la hiperactividad parkinsoniana
observada en el microcircuito en general (Jaidar et al., 2010; Plata et al., 2013a), y
este acoplamiento parece estar ausente en las condiciones control. Ademas, Dorst
et al., 2021 demostraron la existencia de una red de CINs que se comunica de

manera polisinaptica a través de nAChRs.

En la Figura 12 mostramos que el bloqueo de los receptores nicotinicos disminuye
la actividad parkinsoniana de las CIN. Esta accion ya se habia reportado: Plata et
al., 2013 muestran que la accion de la nicotina en el tejido estriatal hiperactivo por
estimulacion con NMDA, y en el tejido parkinsoniano hiperactivo, es el de disminuir
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la actividad de todo el circuito. Sin embargo, el mismo trabajo muestra que este
efecto nicotinico es indirecto pues no sélo se bloquea con antagonistas de los
NAChR si no también con antagonistas GABAérgicos, esto es, la accion de la
nicotina es indirecta a través de interneuronas GABAérgicas como se ha
demostrado con otros métodos (Kods y Tepper, 2002; Luo et al., 2013; Plata et al.,
2013b; Ibafez-Sandoval et al., 2015; Faust et al., 2016; Assous & Tepper, 2019;
Assous, 2021; Abbondanza et al., 2022).

Sin embargo, nuestro disefio experimental muestra la actividad Unicamente de las
CINs. Lo que abre paso a otra hipétesis de trabajo que involucra evaluar si
ocurrieron cambios morfofuncionales en los nAChRs después de la deplecion
dopaminérgica, debido a que la exposicidn prolongada a niveles elevados de
acetilcolina puede generar mecanismos de desensibilizacion y pérdida funcional de
los receptores NAChRs y probablemente de aquellos mas afines entre los mMAChRs,

que serian los receptores M4 o autorreceptores.

La combinacién especial de CIN con interneuronas LTS merece atencion, porque
los trenes de actividad sincronizados de LTS pueden acompafar a los trenes de
actividad generados por CIN (Dehorter et al., 2009; Elghaba et al., 2016). La
activacion del receptor nicotinico de las interneuronas LTS por las CIN es
correspondida por la activacion del 6xido nitrico de las CIN por las LTS (Elghaba et
al., 2016). La activacion nicotinica colinérgica puede ser la causante de enganchar
otras aferencias y fuentes GABAérgicas; que como se mencioné anteriormente,
promuevan los trenes de disparo intercalados por pausas que se observan en la
condicion parkinsoniana. Ademas, la Figura 1 muestra que, aunque un aumento en
la tasa de acumulacién de actividad de las neuronas ChAT- o “no colinérgicas” no
es significativo, la variacion en la actividad de estas neuronas aumenta y las CDF
entre ellas fueron significativamente diferentes, lo que sugiere que otras clases de
neuronas dentro de este grupo también pueden participar en la hiperactividad de los

microcircuitos durante el estado parkinsoniano.
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8.0 CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo experimental confirman que la hiperactividad

parkinsoniana de la poblacién colinérgica estriatal se explica por: 1) Cambios en las

propiedades intrinsecas de las neuronas, lo que las vuelve mas excitables, y 2) Una

remodelacion sinaptica que modifica la dindmica del microcircuito estriatal, y con

ello la actividad de las CIN. Describimos con nuestros resultados, la participacion

de las sinapsis rapidas activadas por ligando en la hiperactividad de las CIN. Sin

embargo, investigaciones futuras decidirdn si alguno de estos mecanismos es

causa principal de la generacién del ensamble altamente recurrente que causa

hiperactividad estriatal durante el parkinsonismo. Finalmente, estos resultados en

la

la

conjunto sefalan a las CIN estriatales y sus entradas sinapticas, como posibles

objetivos principales para los procedimientos terapéuticos de la EP.
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FigS0. Genotipificacion de ratones ChAT-Cre. Se realizo la extraccion de DNA de la cola de cada
raton utilizando el kit REDEXTRACT para la posterior amplificacion con PCR y determinacion de la
presencia del gen de la Cre-Recombinasa. (Izg. A Der) Marcador de peso molecular DNA Ladder.
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25=
=@~ Privacién DA

20w
=§- Control

15

-
o
1

o
1

Frecuencia prom. de disparo (Hz)

o
L

1 1 1 1 J 1 1 1 1 1
2 O O P »\QQ \'LQ \b«“ »\QJQ \%Q QDQ fﬂp
Intensidad de Corriente(pA)

Figura S1. Graficos de intensidad-frecuencia de interneuronas colinérgicas en control y después de

la privacion de DA (modelo de parkinsonismo 6-OHDA). La frecuencia media de disparo al mismo

76



estimulo de 1s aumenta significativamente (n = 14 neuronas de diferentes animales para cada
muestra; P <0,0001; ANOVA de dos vias con pruebas de Tukey post hoc para comparaciones

multiples).
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Figura S2. Trazos representativos que muestran que las interneuronas colinérgicas exhiben una
mayor tasa de acumulacion de actividad después de la privacién de DA. Los graficos estadisticos de
caja que muestran la tasa de acumulacion de experimentos individuales se construyeron agregando
la actividad de los vectores de columna a lo largo del tiempo a partir de los histogramas de
coactividad (en la parte inferior de los diagramas raster). Las pendientes de las lineas rectas
ajustadas se representan en diagramas de caja como tasa de acumulacién de actividad (por ejemplo:
Fig. 5).
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parkinsonism

Montserrat Padilla-Crozco?, Mariana Duhne2,
Alejandra Fuentes-Serrano?, Aidan Ortegal, Elvira Galarraga?,
José Bargas'* and Esther Lara-Gonzalez s

“Divisitn Hisurockencias, institubs de Fisiologla Celular, Urisersidad Nacional Auténoma de Mésico,
Meico City, Mexico, *Department of Mourology, Univsersity of Califomia, San Franckoo,

San Franckoo, Cf, Unitsd Stabes, "Department of Newsceckence, Fenbeng School of Medicine,
Morthrssestern Unkersity, Chicago, IL, Urited States

Parkinson's disease is a neurodegenerative ailment generated by the loss
of dopamine in the basal gamglia, mainly in the striatum. The disease
courses with increased striatal levels of acetylcholine, disrupting the balance
among these modulatory transmitters. These modifications disturbt the
excitatory and inhibitory balance in the striatal circuitry, as reflected in
the activity of projection striatal neurons. In addition, changes in the
firing pattern of striatal tonically active interneurons during the disease,
including cholinergic imterneurons [CIMs), are being searched. Dopamine-
depleted striatal circuits exhibit pathological hyperactivity as compared to
contrals. One aim of this study was to show how striatal CiMs contribute
to this hyperactivity. A second aim was to show the contribution of
extrinsic synaptic inputs to striatal CINs hyperactivity. Electrophysiological
and calcium imaging recordings in Cre-mice allowed ws to evaluate the
activity of dozens of identified CIMs with single-cell resolution in ex who
brain slices. CIMs show hyperactivity with bursts and silences in the
dopamine-depleted striatum. We confirmed that the intrinsic differences
between the activity of control and dopamine-depleted CIMs are one
source of their hyperactivity. We also show that a great part of this
Fyperactivity and firing pattern change is a product of extrinsic synaptic
imputs, targeting CIMs. Both glutamatergic and GABAergic inputs are
essential to sustain hyperactivity. In addition, cholinergic transmissicn
throwgh nicotinic receptors also participates, suggesting that the joint
activity of CINs drives the phenomenon; simce striatal CIMs express
nicatinic receptors, not expressed in striatal projection neurons. Therefore,
CIMs hyperactivity is the result of changes in intrinsic properties and
excitatory and inhibitory inputs, in addition to the modification of local
circuitry due to cholinergic nicotinic transmission. We conclude that ClMs
are the main drivers of the pathological hyperactivity present in the
striatum that is depleted of dopamine, and this is, in part. a result of
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