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DESARROLLO FUNCIONAL DEL SISTEMA CORTICOESTRIATAL: ROL DE LASVIAS
DOPAMINERGICAS

Resumen

Los ganglios de la base (GB) son nucleos subcorticales involucrados en el control voluntario del movimiento y
en procesos mnésicos, atencionales y motivacionales. En los animales adultos, la actividad de estos nucleos
depende fuertemente de la dopamina, que regula el flujo de informacion cortical hacia el estriado, que es el
nucleo de “entrada” de los GB. Sin embargo, el conocimiento de la maduracién funcional de estos circuitos en
el pasaje de la infancia a la adultez y si las vias dopaminérgicas ejercen un rol sobre este proceso, es escaso.
Algunas alteraciones conductuales de condiciones neuropsiquiatricas asociadas al desarrollo, como el
sindrome de Gilles de la Tourette, el Déficit de Atencion con Hiperactividad (ADHD) o el Trastorno
Obsesivo Compulsivo, han sido explicadas por alteraciones de la funcion dopaminérgica y de los circuitros
frontoestriatales. Por lo tanto resulta de interés comprender los procesos madurativos normales y patol6gicos
de estos circuitos en relacion alas vias dopaminérgicas.

La hipodtesis general en la que se enmarca esta tesis es que los circuitos corticoestriatales son inmaduros al
momento del nacimiento y que durante la infancia y adolescencia ocurren cambios sustanciales en el
conexionado anatomico y funcional que les confieren las caracteristicas del sistema adulto. En estos procesos
madurativos la dopamina jugaria un papel central y la conectividad adquirida durante el desarrollo y moldeada
por la experiencia condicionaria las conductas mediadas por los GB. Un corolario de esta hipétesis es que
alteraciones postnatales que afecten la conectividad corticoestriatal podrian ser el sustrato de alteraciones
conductuales asociadas a patologias de los GB que podrian manifestarse en distintas etapas de la vida.

Para evalular esta hip6tesis trabajamos con un modelo animal de lesion de neuronas dopaminérgicas neonatal
y estudiamos las propiedades electrofisiologicas del sistema corticoestriatal en el pasaje de la infancia hacia la
adultez. Los resultados obtenidos indican que, comparado con los ratones juveniles, en los ratones adultos la
densidad de neuronas estriatales espontaneamente activas decae, la conectividad funcional corticoestriatal
aumenta, la probabilidad de respuesta estriatal a estimulos focales en la corteza disminuye y la capacidad de
sufrir depresion sinaptica corticoestriatal disminuye. Encontramos que algunos de estos procesos madurativos
parecen ser facilitados por las vias dopaminérgicas (densidad de sitios activos y resistenciaala LTD), mientras
gue otros, en apariencia, maduran normalmente en los ratones con lesion neonatal. Estos resultados apoyan la
hipétesis de trabajo y sugieren que perturbaciones sobre la neurotransmision dopaminérgica en etapas
tempranas del desarrollo pueden producir efectos duraderos sobre algunas capacidades de los circuitos
corticoestriatales mientras que otras pueden madurar gracias a mecanismos compensatorios.

Palabras Clave: Dopamina, Corteza Frontal, Estriado, Neurodesarrollo, Enfermedades
neuropsiquiatrica, Modelos Animales, Electrofisiologiain vivo



FUNCTIONAL DEVELOPENT OF THE CORTICOSTRIATAL SYSTEM : ROLE OF THE
NIGROSTRIATAL DOPAMINERGIC PATHWAYS

Abstract

Basal Ganglia (BG) are a group of subcortical nuclei involved in voluntary motor control and in some of the
mnesic, attentional and motivational aspects of behaviour. BG activity in adult animals is highly dependent on
dopamine which regulates cortical information flow through the striatum, which is the main input nucelus of
the BG. However, the current knowledge of the functional development of these circuits during adolescence
and whether dopamine pathways are involved in that process is scarce. Some of the behavioural alterations
observed in neuropsychiatric disorders, such as Gilles de la Tourette syndrome, Attention/Deficit
Hyperactivity Disorder (ADHD) or Obsesive Compulsive Disorder have been attributed to deficiencies in
dopaminergic and frontostriatal circuits function. Thus, it is of interest to better understand normal and
pathological developmental processes of these circuits in relation to dopamine pathways.

The general hypothesis of this Thesis is that corticostriatal circuits are immature at the time of birth and
substantial changes take place during infancy and adolescence at the functional and anatomical level. During
this developmental period dopamine would play a key role and the final connectivity of the system acquiered
through development and sculpted by experience would have an impact on the behaviour sustained by the BG.
To assess whether the maturation of corticostriatal functional connectivity is altered by early dopamine
depletion, we examined preadolescent and postadolescent urethane-anesthetized mice with or without
dopamine-depleting lesions. We specifically studied (1) synchronization between striatal neuron discharges
and oscillations in frontal cortex field potentials and (2) striatal neuron responsesto frontal cortex stimulation.
In adult control mice striatal neurons were less spontaneously active, less responsive to cortical stimulation,
and more temporally tuned to cortical rhythms than in infants. Striatal neurons from hyperlocomotor mice
required more current to respond to cortical input and were less phase locked to ongoing oscillations, resulting
in fewer neurons responding to refined cortical commands. By adulthood some electrophysiological deficits
waned other remained substantially elevated whereas other remained. These results are compatible with our
working hypothesis and suggest that early disruption of dopaminergic neurotransmission during postnatal
development might produce enduring effects over some capacities of the corticostriatal circuits while other
might be subject to commpensatory mechanisms.

Keywords: Dopamine, Frontal Cortex, Striatum, Neurodevelopment, Neuropsychiatric disorders,

Animal Models, in vivo Electrophysiology.
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INTRODUCCION

Seccion I. Maduracion funcional del Sistema Nervioso Central

Los circuitos cerebrales son inmaduros al momento del nacimiento y son refinados por mecanismos
de actividad intrinseca y por efectos del ambiente. Los circuitos inmaduros también son pldsticos y
por lo tanto vulnerables a procesos que pueden alterar su funcionalidad y resultar en la expresion

de conductas aberrantes asociadas a patologias.

Al momento del nacimiento la organizacion anatéomica de los circuitos cerebrales de los mamiferos
presenta caracteristicas sustancialmente diferentes del cerebro adulto. Por ejemplo, los humanos nacen
con una sobreabundancia de contactos sinapticos que en algunas regiones de la corteza pueden llegar a
duplicar el nimero de contactos del cerebro adulto (Huttenlocher y de Courten 1987). Por otro lado, la
mielinizacion aumenta progresivamente durante el desarrollo postnatal de modo tal que el cerebro
adulto contiene mas sustancia blanca que el cerebro neonatal, que practicamente carece de ella
(Manukian y Kirakosian 1985; Woo y Crowell 2005). Estos ejemplos son evidencia de que los
circuitos neuronales del neonato son relativamente inmaduros desde el punto de vista morfologico e
indican que durante el desarrollo postnatal deben existir mecanismos que promuevan la maduracion de

los mismos y, por lo tanto, de las conductas que sustentan.

El proceso de formacion de los circuitos cerebrales se puede dividir en dos grandes fases (Goodman y
Shatz 1993). La primera comienza durante la etapa embrionaria del desarrollo, que es cuando las
neuronas se generan, migran, diferencian y conectan distintas regiones cerebrales entre si a través de la
extension de procesos axonales. Esta fase es considerada "independiente de actividad" ya que las
claves para la diferenciacion celular y el crecimiento axonal estan dadas por sefiales moleculares
reguladas genéticamente, y puede perdurar en algunas regiones del cerebro hasta bien avanzada la
adultez (hipocampo, bulbo olfatorio). Como resultado de esta fase del desarrollo, los circuitos que se
establecen presentan un patrén de conectividad relativamente impreciso y estereotipado. Durante la

siguiente fase, que comienza en la vida embrionaria y se extiende hasta etapas tardias de la infancia y



aun la adolescencia, los circuitos neuronales sufren cambios plasticos gracias a los cuales la
conectividad entre las células es refinada por mecanismos "dependientes de actividad" (Penn y Shatz
1999; Sur y Rubenstein 2005). Los fendmenos que promueven este refinamiento consisten en la
elaboracion, retraccion y remodelado de conexiones sinapticas y son considerados "dependientes de
actividad" porque el bloqueo farmacoldégico de la actividad neuronal impide que se establezcan
patrones "normales" de conectividad (Katz y Shatz 1996). Muchos de estos cambios plasticos
postnatales, como la sinaptogénesis, el podado sinaptico y la mielinizaciéon axonal presentan un
maximo de actividad durante la infancia o adolescencia y se extienden hasta la adultez temprana, tanto

en humanos como en monos y en ratas (Watson y col. 2006).

La plasticidad sinaptica de los circuitos neuronales en el cerebro en desarrollo confiere a los
individuos una notable capacidad de adaptacion al medio. Numerosos ejemplos que sustentan esta
hipotesis han sido descriptos en distintas especies incluyendo aves y mamiferos. Por ejemplo,
determinadas capacidades del cerebro adulto son adquiridas casi de manera excluyente durante etapas
tempranas del desarrollo postnatal, como el lenguaje en humanos y el canto en aves, la formacion de
mapas visuoespaciales y la discriminacion sensorial (Knudsen 2004). Una caracteristica de este tipo de
procesos es la presencia de un periodo critico o sensible durante el cual los circuitos expresan una
maxima capacidad para ser moldeados por la experiencia. Una vez pasado ese periodo, el sistema
pierde parte de su plasticidad y se hace mas rigido, limitando también la capacidad de aprendizaje

(Knudsen 2004).

En este tren de ideas, también se cree que la misma plasticidad que le confiere a los circuitos
cerebrales esta gran adaptabilidad y capacidad de aprendizaje coloca al cerebro en desarrollo en una
posicion de alta vulnerabilidad. Por ejemplo, el cerebro en desarrollo es mas vulnerable que el cerebro
adulto a compuestos toxicos como el litio o el mercurio que pueden causar alteraciones severas que
perduran mas alla del periodo de intoxicacion (Rodier 1994). La administracion de psicoestimulantes
(como el metilfenidato) a ratas infantes genera una respuesta aversiva a la cocaina durante la

adultez (Andersen y col. 2002). En conjunto, estos resultados indican no s6lo que el cerebro infantil es



aun inmaduro y mas vulnerable que el adulto, sino también que factores que actiian en esta etapa de

vulnerabilidad pueden producir cambios perdurables en los circuitos neurales.

Resulta razonable, entonces, preguntarse como se adquieren las caracteristicas adultas de los circuitos
cerebrales. Un ejemplo clasico en donde se pone de manifiesto la plasticidad neuronal "dependiente de
actividad" en la maduracion de los circuitos cerebrales es la deprivacion monocular durante el periodo
critico del sistema visual. Este tratamiento produce alteraciones severas en los patrones de segregacion
de los axones talamocorticales del nucleo genicular lateral del tdlamo hacia la corteza visual y la
consecuente pérdida de formacion de columnas de dominancia ocular y surgimiento de alteraciones en
la percepcion visual (Hubel y Wiesel 1965). Trabajos derivados de este experimento seminal
permitieron demostrar que la exposicion a patrones anormales de actividad neuronal durante el
desarrollo puede tener efectos perdurables sobre la conectividad y funcionamiento de los circuitos del
cerebro maduro (Penn y Shatz 1999; Luna 2009). Estos resultados resaltan que la actividad neuronal
debida a estimulacion sensorial parece imprescindible para la correcta constitucién de los circuitos
neuronales. Es interesante, sin embargo, que atn antes de que aparezca actividad cerebral causada por
aferencias sensoriales, la actividad neuronal enddgena ya esta presente en etapas embrionarias del
desarrollo cortical (Blankenship y Feller 2010). En este sentido, la actividad neuronal endégena quizas
mas prominente es la actividad durante el suefio, que esta presente desde antes del nacimiento y ocupa
la mayor parte del dia en neonatos. Mas aun, se cree que la actividad durante el suefio también
cumpliria un rol en la consolidaciéon de memorias y aprendizaje sugiriendo que la actividad espontanea
endégena cumple un rol a través modificaciones plasticas a nivel de los circuitos neuronales
(Stickgold y col. 2001; Hobson y Pace-Schott 2002; Massimini y col. 2009). Por lo tanto los patrones
normales de actividad neuronal endogenos junto con los generados por las aferencias sensoriales
durante periodos criticos del desarrollo serian necesarios para esculpir los circuitos neuronales y
conferir las capacidades computacionales para llevar a cabo las funciones complejas del cerebro

adulto (Yuste 1997; Penn y Shatz 1999; Sur y Rubenstein 2005)

En resumen, durante la formacion de los circuitos neuronales una combinacion de factores

ambientales, neurotdxicos o epigenéticos podrian producir perturbaciones sutiles en el conexionado



normal, condicionando habilidades sensoriomotrices, cognitivas y aspectos de la personalidad, o
eventualmente modificar de manera sustancial y perdurable dichos circuitos y ser el sustrato de
variados desordenes asociados con el neuro-desarrollo, tales como déficit de aprendizaje (dislexia), del
comportamiento (autismo) y algunos tipos de epilepsia (Penn y Shatz 1999). Entonces, esclarecer los
principios neurobioldgicos de la maduracion de los circuitos cerebrales puede ser importante para

comprender el origen de diversas condiciones neuropsiquiatricas.



Seccién II. Circuitos corticoestriatales y ganglios de la base

Alteraciones funcionales de los ganglios de la base pueden dar lugar a las manifestaciones
conductuales de algunas patologias neuropsiquidtricas. La anatomia y el funcionamiento de los
circuitos corticoestriatales son conocidos en el animal adulto, pero existe evidencia de que su
maduracion se completa en etapas tardias del desarrollo postnatal. ;Existe una etapa de

vulnerabilidad de los circuitos de los ganglios de la base?

Las manifestaciones conductuales de algunas patologias asociadas al neuro-desarrollo como la
esquizofrenia, el sindrome de Gilles de la Tourette y el déficit de atencion con hiperactividad, que
comienzan a expresarse durante la infancia o adolescencia pero pueden persistir en el adulto, podrian
ser el resultado de un procesamiento anormal de informacion cortical por parte de los ganglios de la
base (GB) asociado a alteraciones de la funcién dopaminérgica (Castellanos y Tannock 2002;
O'Donnell y col. 2002). En estas patologias, cuya etiologia no es completamente clara, no se han
reportado de manera consistente cambios anatomicos groseros que puedan explicar las alteraciones de
la conducta. Actualmente se acepta que una combinacion de factores genéticos, ambientales y del
desarrollo podria perturbar la formacion normal de microcircuitos corticoestriatales. Este tipo de
alteraciones no son detectables con las actuales técnicas de imagen, pero podrian ser el sustrato de

las manifestaciones conductuales en estas patologias

La anatomia funcional de los GB ha sido ampliamente estudiada en animales adultos y en alguna
medida también en humanos. Sin embargo, los procesos de maduracion normal durante el desarrollo
postnatal, particularmente en el pasaje de la infancia a la adultez, y de qué manera modificaciones de
estos procesos pueden impactar sobre la conducta, son fenémenos poco comprendidos en la
actualidad. La adolescencia es un periodo de alta vulnerabilidad asociada a cambios hormonales,
conductuales y funcionales que podria ser un punto de inflexion en el que se manifiesten alteraciones
originadas en instancias previas del desarrollo (Spear 2000; Paus y col. 2008; Wahlstrom y col.
2010). En esta seccidon repasamos las caracteristicas andtomo-funcionales de los GB adultos y

revisamos algunos procesos madurativos durante las primeras semanas de vida postnatal.



Ganglios de la base: Canales paralelos y circuitos espirales

Los GB son un grupo de nticleos subcorticales altamente desarrollados en los mamiferos, que procesan
informacién proveniente de distintas regiones de la corteza y modulan la funcion de la misma a través
de una via de retroalimentacion talamo-cortical (Cuadro I.1).

Cuadro 1.1 Los GB conectan la corteza a través del
talamo formando bucles cerrados

CORTEZA
Los GB estan formados por un nucleo de "entrada” princi-

pal: estriado y nucleo acciimbens (en primates caudado- )
putamen), los nidcleos “intermedios™: globo pélido (GP o
globo palido externo en primates) y nucleo subtaldmico
(NST) y los nucleos de "salida": niclec entopeduncular (EP;
en primates globo pélido interno) y sustancia negra parte
reticulada (SNpr).

El nucleo principal de entrada recibe aferencias excitato-
rias glutamatérgicas desde la corteza cerebral y desde el
talamo. También es modulado por las vias dopaminér-
gicas mesencefélicas (ubicadas en la sustancia negra ¢
parte reticulada, SNpr, y en el drea tegmental ventral, ATV) A
Los nucleos de salida proyectan principalmente hacia el L)
talamo ventral y otras regiones subcorticales -como el
coliculo superior, el nlcleo pedunculopontino y la forma- GP
cion reticular. Las neuronas de proyeccion de los nicleos
de salida son GABAérgicas y por lo tanto ejercen un efecto t %
inhibitorio sobre las estructuras que inervan. Las neuro- . %
nas tdlamo-corticales son glutamatérgicas y ejercen un NST }"'.' EP /SNpr
efecto excitatorio sobre la corteza cerebral.
En condiciones de reposo, las neuronas de los nticleos de ATV / SNpg
salida. de los GB muestr.an . ulna alta t.as.»a de dis;?aro y »-%2  Dopamina (modulatorio)
mantienen, por lo tanto, inhibida la actividad del talamo, 3 2*  Glutamato (excitatorio)

impidiendo la transmision de informacién hacia la —— =55 GABA (inhibitorio)

corteza. Una pausa en la actividad de las neuronas de los

nicleos de salida libera al talamo del tono inhibitorio

permitiendo que la actividad de las neuronas talamo-corticales exciten a a la corteza a través de la liberacién de
glutamato.

Las neuronas del estriado se dividen en dos subpoblaciones que inervan distintos nucleos de los GB y originan de
este modo las llamadas via directa e indirecta. Ambas vias convergen sobre los nticleos de salida de los GB. De
acuerdo al modelo clésico, la activacion de la via directa tiene un efecto facilitatorio sobre la transmision talamo-
cortical ya que inhibe a los nicleos de salida de los GB. La via indirecta, por el contrario, tiene un efecto opuesto,
porque un aumento de la actividad en esta via redunda en un aumento de la actividad de los ntcleos de salida.

El rol antagdnico de estas dos vias fue interpretado en el marco del control de los movimientos sacadicos oculares
y dos modos de actuacion fueron propuestos. En el "modo superpuesto” las vias directa e indirecta operan simul-
taneamente aumentando el contraste "espacial" sobre la actividad de las neuronas tdlamo-corticales. Este
contraste surge como consecuencia de una inhibicion generalizada de las neuronas taldmicas por parte de la via
indirecta y de la excitacion especifica de un pequefo subconjunto de neuronas por parte de la via directa. En el
"modo secuencial’, las vias actan una después de la otra, ejerciendo un contraste "temporal” sobre la actividad
talamica. En este modo de accion, la via indirecta mantendria inhibidas a las neuronas talamo-corticales hasta el
momento en que se desencadena la actividad de la via directa como consecuencia de un estimulo "gatillo".

Este modo operacional también ha sido relacionado con la secuenciacién de acciones, funcion atribuida a los GB.

ESTRIADO TALAMO

Oo* o

3
o

e

Wichmann y col 1996
Chevalier y Denlau 1990
Hikosaka y col 2000
Grayble| 1998



El principal nicleo de entrada de los GB es el estriado, que recibe aferencias excitatorias provenientes
de practicamente toda la corteza cerebral. Una caracteristica ampliamente aceptada es que las
proyecciones corticales hacia el estriado siguen un ordenamiento topografico, de modo que los axones
corticoestriatales de las neuronas de la corteza motora terminan en una region "motora" del estriado,
los de las cortezas asociativas en una region "asociativa" y los de las cortezas limbicas en una region
"limbica". Este ordenamiento del conexionado corticoestriatal da origen a los canales paralelos de los
GB, ya que la segregacion anatomica se conserva, al menos parcialmente, en las siguientes estaciones
de los GB hasta los nticleos de salida y el tdlamo. Por tltimo, cada uno de estos circuitos formaria un
bucle cerrado ya que las proyecciones talamocorticales terminan, en términos generales, sobre la
misma regidon cortical donde se origind cada canal (Alexander y col. 1986; Alexander y Crutcher
1990). A partir de evidencia neuroanatéomica y funcional, los canales de los GB fueron clasificados de

acuerdo a las funciones de la region cortical que les da origen (Cuadro 1.2).

La consecuencia computacional que sugiere esta organizacion anatémica es que la informacion que
ingresa a los GB desde las distintas regiones corticales puede ser procesada por el estriado de manera
paralela. Sin embargo, a pesar de esta reconocida organizacion topografica, la idea de que los canales
paralelos estan completamente segregados resulta dificil de conciliar con otros hallazgos. Mediante
estudios anatomicos y funcionales, se ha observado que areas corticales funcionalmente relacionadas y
anatdmicamente interconectadas, proyectan a regiones adyacentes o interdigitadas del estriado,
formando un complejo patrén de divergencia y convergencia dentro de los canales corticoestriatales.
Por ejemplo, neuronas de la corteza motora y somato-sensorial primarias que representan la misma
region corporal establecen proyecciones que convergen sobre la misma region estriatal (Flaherty y
Graybiel 1993). Patrones similares de proyeccion han sido reportados para neuronas de la corteza

somato-sensorial primaria y secundaria (Alloway y col. 2000).
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Cuadro 1.2: Canales paralelos y rol de los GB

Una de las primeras descripciones de los GB asocid sus funciones con el control voluntario del movimiento. Actual-
mente, es aceptado que los procesos motivacionales y las capacidades cognitivas complejas que guian nuestras
respuestas comportamentales son el resultado de las computaciones que realizan los GB sobre la informacién
proveniente de la corteza cerebral. En tal sentido, los GB reciben proyecciones originadas en la mayor parte del
neocortex y también de estructuras limbicas como la amigdala y el hipocampo que mantienen una organizacién
topografica y dan origen a los canales paralelos.

De acuerdo al sitio cortical donde se originan y a las funciones que cumplen, se ha propuesto la existencia una serie
de canales con distintas funciones. Un analisis conservador limitaria el nimero de canales a tres grandes circuitos, uno
“motor”, otro "asociativo” o "cognitivo” y otro “limbico”. El canal “motor” recibe aferencias de la corteza sensoriomotriz
e involucra a las regiones dorsolaterales del estriado (equivalente al putamen en primates) y estd involucrado princi-
palmente en procesos motores. El canal “asociativo” recibe aferencias de la corteza prefrontal medial e involucra a la
region ventromedial del estriado (equivalente al caudado en primates). El canal "limbico" se origina en la region
ventral de la corteza prefrontal, pero también esta relacionado con la amigdala basolateral e hipocampo; en este
canal esté involucrada la regién ventral del estriado (también conocida como nticleo accumbens) y esté relacionado
con los componentes mas afectivos de la conducta.

La segregacion en canales paralelos se mantiene a lo largo de las siguientes estaciones de los gaglios de la base. Cada
canal proyecta sobre una region diferente del tdlamo que a su vez envia proyecciones al sitio cortical donde se inicio
cada canal formando bucles cerrados que conectan a la corteza con los GB. Esta organizacién anatémica permite a los

GB procesar distitnos tipos de informacién de manera paralela
Alexandery col 1986
Yin y col. 2008, 2009
Yin & Knowltan 2006
Dias-Ferreira y col 2009

Estos complejos patrones de conectividad permiten la convergencia, sobre una misma region del
estriado, de grupos neuronales que se encuentran anatdmicamente separados en el mapa cortical,
habilitando de esta manera a las neuronas estriatales para procesar e integrar informacion

"multimodal" (Flaherty y Graybiel 1993). Es importante destacar que estos procesos anatomicos no se



limitan Unicamente a proyecciones dentro el canal sensorio-motor, sino que también ocurren entre
canales paralelos. Experimentos neuroanatdmicos en monos demostraron que fibras corticales
provenientes de areas que corresponderian a distintos canales de procesamiento, como la regién
dorsolateral prefrontal (perteneciente al canal asociativo) y la region orbitofrontal (canal limbico),
ocupan territorios estriatales separados pero también forman parches focales convergentes

caracterizados por una alta densidad de terminales corticales (Haber y col. 2006).

Desde un punto de vista tedrico y por evidencias clinicas, se acepta que una interaccion precisa entre
canales paralelos es necesaria para el adecuado funcionamiento de los GB (Hikosaka y col. 1999;
Balleine y col. 2009). Ademas de la evidencia anatdmica de converegencia corticoestriatal, estudios
fisioldgicos recientes demuestran que existe un grado importante de comunicacion entre los canales
cortico-estriatales, que podria ser la manifestacion funcional de la organizacion anatémica descripta
mas arriba, y que podria sustentar los fendmenos de integracion requeridos por las complejas

funciones de estos circuitos (Kasanetz y col. 2008).

Sin embargo, también han sido propuestos otros mecanismos de interaccion entre canales
corticoestriatales que involucran circuitos multisindpticos. Estudios anatdémicos recientes han
mostrado que los patrones de conexion estriatonigrales y nigroestriatales formarian bucles "espirales"
estriato-nigro-estriatales que permitirian conectar de manera "ascendente" las regiones ventromediales
con las dorsolaterales del estriado (Redgrave y col. 1999; Haber y col. 2000; Ikemoto 2007). De este
modo la actividad del canal "limbico" que involucra la region mas ventromedial del estriado podria
influir sobre la actividad del canal "asociativo" y éste ultimo sobre la actividad del canal "motor" que

corre por la region mas dorsolateral del estriado (Cuadro 1.3).

La compleja organizacion anatomica de los canales de los GB, entonces, es crucial para que los GB
cumplan sus funciones adecuadamente. Sin embargo, el conocimiento actual sobre el establecimiento
de los modulos corticoestriatales durante el desarrollo es poco comprendido y resulta por lo tanto de

interés comprender mas acerca de la maduracion de este proceso.



Canal Limbico

Asociaciones
Instrumentales
Estimulo— Respuesta

Formacion de héabitos

Perfeccionamiento de
habilidades motoras

Secuenciacion
conductual

Asociaciones
Instrumentales
Accién — Resultado

Acciones dirigidas a
metas

Fase inicial del
aprendizaje de
habilidades motoras

Asociaciones
Pavlovianas:
Estimulo — Resultado

Respuestas
condicionadas

Aprendizajes
espaciales

Codificacion de
estimulos heddnicos

|
ATV Circuitos
Espirales |

SNpc:  Sustancianegra parte compacta
ATV: Area tegmental ventral

Cuadro L.3: Aprendizaje en los GB y Circuitos estriato—nigro—estriatales

El normal funcionamiento de los GB implica funciones de aprendizaje y memoria, tales como aprendizajes instrumen-
tales y el condicionamiento pavloviano. Mediante estudios con lesiones quimicas y bloqueos farmacoldgicos ha sido
posible asociar regiones acotadas del estriado con cada tipo de aprendizaje. Por ejemplo, el estriado ventral esta
implicado en asociaciones pavlovianas, mientras que el estriado dorsal estd asociado con la adquisicion y ejecucién
de conductas instrumentales. Actualmente se cree que bajo diferentes condiciones, tanto las asociaciones pavlovia-
nas como las instrumentales podrian ocurrir en paralaleo durante la adquisicidn de nuevas conductas. Sin embargo,
el control final de la conducta suele estar comandado por uno de los sistemas y por lo tanto resulta de interés
comprender cdmo es la coordinacion entre estos sistemas. Mas atn, desde el punto de vista conductual se sabe que
las fases iniciales de un aprendizaje instrumental suelen estar gobernadas por un sistema de acciones orientadas a
obtener una meta pero luego de un sobre-entrenamiento la conducta puede convertirse en un habito que se
independiza por completo de la obtencion de la meta. Ha sido propuesto que la interaccién entre los distitnos
canales responde a una organizacién jerarquica en la cual cada canal cumple una funcién labil e intermediaria
durante la adquisiciodn de conductas, permitiendo la propagacion de informacion entre los canales.

La descripcion de conexiones “espirales ascendentes” que conectan de manera serial distintas regiones del estriado
podrian ser el sustrato anatomico de esta jerarquia. Las proyecciones que conectan entre si al estriado con las neuro-
nas dopaminérgicas mesencefalicas rompen parcialmente con la organizacién topogréfica paralela de los GB. Estas
estructuras se conectan a través de conexiones reciprocas que mantienen la organizacion paralela, pero también
presentan no-reciprocas entre el estriado y el mesencéfalo. De esta manera la region ventromedial del estriado recibe
proyecciones de neuronas dopaminérgicas ubicadas en la zona medial del mesencéfalo y el estriado envia proyec-
ciones "cerradas" a la misma region mesencefélica pero también envia algunas proyecciones “abiertas” hacia una
region mesencefalica mds dorsolateral. Esta conectividad se mantiene a lo largo de un eje ventromedial a dorsolateral
conectando todos los canales cérticoestriatales y permitiria que la actividad en el canal limbico influya sobre la activi-
dad del canal asociativo y éste Ultimo sobre |a del canal motor a través de las vias dopaminérgicas.

Yiny col 2005, 2008
Joel y Welner 1999
Redgrave y col 1999
Haber y col 2000
Ikemoto 2007

Microcircuito estriatal.

El estriado esta constituido aproximadamente por un 95% de neuronas GABAérgicas de proyeccion

llamadas neuronas espinosas medianas (NEMs) que se conectan entre si a través de colaterales
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axonales inhibitorias y reciben el mayor volumen de contactos sinapticos corticoestriatales. Las NEMs
también reciben aferencias dopaminérgicas mesencefalicas, glutamatérgicas del talamo vy
serotoninérgicas del rafe dorsal, cuyo rol seria modular la informaciéon proveniente de la corteza
(Smith y col. 1998). El microcircuito estriatal se completa con un pequefio niumero de interneuronas
GABAérgicas y colinérgicas, que a pesar de ser pocas en cantidad, gracias a sus extensas
arborizaciones axonales, podrian ejercer un fuerte control sobre la actividad estriatal y coordinar la

actividad entre areas alejadas del estriado (Cuadro 1.4)

NEM

dendritas

detalle de dendritas con espinas Terminal excitatoria glutamatérgica
Terminal inhibitoria GABAérgica

Terminal modulatoria dopaminérgica

S—E Espina dendritica

Cuadro 1.4 Neurona espinosa mediana (NEM) y microcircuito estriatal con las principales aferencias y sitios
de contacto.

Las neuronas principales estriatales son conocidas con el nombre de Neuronas Espinosas Medianas por su tamafo
y por las espinas dendriticas. Es en la cabeza de las espinas dendriticas en donde reciben el contacto del mayor
numero de contactos glutamatérgicos excitatorio. El cuello de las espinas recibe contactos de neuronas dopam-
inérgicas mesencefélicas y también de terminales inhibitorias GABAérgicas. De esta manera, las sinapsis
GABAérigicas y dopaminérgicas estan en posicion de filtrar o modular la informacion excitatoria cortical.

Esquema adaptado de Bolam 2000

Una caracteristica morfoldgica que le da el nombre a las neuronas principales del estriado es la alta
densidad de espinas dendriticas presente en las neuronas de animales adultos (4 a 6 espinas por
micrémetro) ubicadas en la porcion distal del arbol dendritico. El arbol dendritico de una NEM ocupa
una region aproximadamente esférica de unos 500 micrones de didmetro (Wilson y Groves 1981;

Wilson 1993). Las cabezas de las espinas dendriticas reciben terminaciones glutamatérgicas
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corticoestriatales y el cuello de las espinas forma sinapsis con terminales dopaminérgicas
nigroestriatales (Bolam y col. 2000). Las entradas glutamatérgicas corticales son la principal aferencia
excitatoria del estriado y la ubicacién anatéomica de las sinapsis dopaminérgicas las pone en posicion

privilegiada para modular la entrada de informacion cortical.

De acuerdo al nimero de dendritas y de espinas se ha estimado que cada NEM recibe entre 5000 y
15000 sinapsis corticales, mientras que cada axén corticoestriatal inerva una vasta region del
estriado estableciendo muy pocos contactos con cada NEM (Zheng y Wilson 2002). A diferencia de las
fibras corticoestriatales, que tendrian efectos espacialmente bien localizados, una unica fibra
dopaminérgica puede establecer varios contactos en una misma dendrita y con diversas neuronas
estriatales, indicando que la especificidad de la modulacion dopaminérgica seria mas fuerte en la
dimension temporal que en la espacial(Groves y col. 1994; Schultz 2002). Esta organizacion sinaptica
seria el sustrato anatomico que permite al estriado procesar informacion del valor de la recompensa
“reward”) durante la realizacion de tareas ya que las NEMs podrian codificar asociaciones entre
sefiales del sistema dopaminérgico relativas al valor de la recompensa y claves ambientales

provenientes de las proyecciones corticoestriatales (Schultz y col. 1993).

Algunas caracteristicas electrofisiologicas de las NEMs son consistentes con las propiedades
anatémicas del microcircuito. Por ejemplo, la particular relacion anatémica entre los axones
corticoestriatales y los arboles dendriticos de las NEMs parece reflejarse funcionalmente, ya que la
estimulacion eléctrica de una region focal de la corteza evoca potenciales postsinapticos de muy baja
amplitud. Este hecho sumado a la baja excitabilidad de la membrana, condujo a pensar que la
activacion de cada NEM requiere una descarga altamente sincronizada de un numero elevado de
neuronas corticales (Wilson y col. 1992). Mediante el registro in vivo simultaneo de la actividad
cortical y del potencial de membrana de las NEMs fue posible demostrar que la descarga de
potenciales de accion estriatales es generada durante despolarizaciones fuertes del potencial de
membrana coincidentes con potenciales corticales de alta potencia (Mahon y col. 2001; Tseng y col.
2001). La fuerte relacion entre la actividad cortical y de las NEMs se ve reflejada también en la

dindmica del potencial de membrana. Durante las fases profundas del suefio normal o bajo anestesia la
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actividad eléctrica de la corteza presenta oscilaciones de alta amplitud y baja frecuencia, conocidas
como “onda lenta” (Steriade 2000). En esta condicion fisiologica, el potencial de membrana de las
NEMs oscila entre dos estados de polarizacion distintos: un estado méas hiperpolarizado o estado down
(-80 a 90 mV) y un estado mas despolarizado o estado up (aproximadamente -60 mV). Esta
oscilacion del potencial de membrana tiene una frecuencia de alrededor de 1 Hz y ocurre de manera
coherente con la actividad de onda lenta cortical (Mahon y col. 2001; Tseng y col. 2001). La descarga
de potenciales de accion estriatales ocurre durante la llamada “fase activa” de la onda lenta cortical,
que corresponde a la fase en la que las neuronas corticales descargan potenciales de accion (Kasanetz
y col. 2006). La interrupcion espontanea o inducida del ritmo de onda lenta cortical se refleja en el
potencial de membrana de las NEMs, ya que desaparece la alternancia entre los estados up y down y el
potencial de membrana se fija en valores comparables a los del estado up (Mahon y col. 2001;

Kasanetz y col. 2002).

Las transiciones entre el estado up y down dependen, entonces, de la entrada de informacion
excitatoria cortical ya que, por ejemplo, en rodajas de estriado en donde las aferencias corticales estan
cortadas, los estados upno se desarrollan espontaneamente (Wilson 1993) . Los estados up son
considerados eventos habilitadores para el procesamiento de informacion ya que es el tinico estado en
que las NEMs pueden descargar potenciales de accion. Sin embargo, a pesar de que cada
estado up dura varios cientos de milisegundos y que el potencial de membrana esta muy cerca del
umbral, la probabilidad de descarga de las NEMs es muy baja. Mas aun, en animales anestesiados o en
estado de reposo, la descarga espontanea de potenciales de accion de las NEMs es muy baja o nula. En
este estado conductual es posible observar esporadicamente disparos espontaneos de trenes de
potenciales de accion que posteriormente se silencian. Por el contrario, durante la ejecucion de

movimientos las NEMs son “reclutadas” y su actividad aumenta notablemente (Schultz y Romo 1992).

En general, debido a las propiedades anatomo-funcionales de las NEMs, se cree que estas neuronas
filtran la informacion irrelevante que llega al estriado en forma desincronizada (ruido) pero que
responden frente a entradas corticales altamente sincronizadas que representarian informacion

relevante para el sistema (Wilson 1993; O'Donnell y Grace 1995; Charpier y col. 1999; Kasanetz y
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col. 2006). En este sentido, la tasa de descarga y la precision temporal de los disparos de las neuronas
estriatales son menores que las de las neuronas corticales, reforzando la idea de que las NEMs son
activadas de manera muy selectiva y sugiriendo que la actividad de las NEMs es altamente
dependiente de la estructura espacio-temporal de las entradas corticales (Mahon y col. 2001;
2004). Sin embargo, la regulacion precisa de la probabilidad de disparo de las NEMs durante la

despolarizacion de la membrana no ha sido completamente dilucidada.

Aunque parece bastante claro que existe una interaccion entre el glutamato y la dopamina en la
regulacion espacio-temporal de la actividad de las NEMs, no es del todo claro cémo la dopamina
gjerceria este rol (Rolls y col. 1984; DeFrance y col. 1985). Por ejemplo, la lesion experimental de
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales en animales adultos, utilizada como modelo de la
enfermedad de Parkinson, produce una transferencia exagerada de la actividad cortical sobre las
neuronas estriatales aumentando significativamente la tasa de descarga (Tseng y col. 2001). Sin
embargo, la pregunta acerca de si el rol de la dopamina como neurotransmisor es excitatorio o

inhibitoro es de larga data.

Experimentos electrofisioldgicos in vivo determinaron que el efecto de la dopamina sobre las neuronas
estriatales puede ser tanto un aumento como una disminucion de la descarga de potenciales de accion
(Kitai y col. 1976; Mercuri y col. 1985). En este sentido, las neuronas estriatales expresan dos tipos de
receptores dopaminérgicos distintos (receptores D1 y D2) cuya estimulaciéon produce efectos
antagénicos y podrian explicar las diferencias observadas. Sin embargo, la complejidad del sistema
aumenta, ya que las neuronas dopaminérgicas pueden descargar potenciales de accion de manera
tonica manteniendo un nivel basal de dopamina en el estriado, pero también pueden aumentar su tasa
de descarga elevando de manera fasica la concentracion extracelular de dopamina (Suaud-Chagny y
col. 1992). Ademas, las interneuronas estriatales también expresan receptores dopaminérgicos, de
modo que la dopamina puede actuar en el dominio temporal y en multiples niveles del dominio
espacial del circuito estriatal modulando la funcién de las neuronas estriatales principales y de la red

intraestriatal de interneuronas (Calabresi y col. 2007).
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Maduracion del circuito corticoestriatal.

Las propiedades anatomicas, morfologicas y funcionales de los circuitos estriatales que presentamos
hasta el momento provienen de descripciones realizadas principalmente en ratas y monos adultos. Sin
embargo, las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de las neuronas estriatales y las propiedades de
los circuitos corticoestriatales durante etapas tempranas del desarrollo postnatal no son tan bien
comprendidas. Existen muy pocos estudios dedicados a la maduracion de estos circuitos y confirman
que las neuronas estriatales no alcanzan un aspecto anatomo-funcional maduro sino hasta varias

semanas después del nacimiento (Tepper y col. 1998).

De manera semejante a los cambios plasticos que involucran formacion y remodelado sinaptico en la
maduracion postnatal de estructuras cerebrales como la corteza, las sinapsis corticoestriatales muestran
cambios morfologicos significativos que tienen su maxima expresion durante la infancia de las ratas.
En las dos primeras semanas postnatales, las dendritas de las NEMs tienen un aspecto relativamente
delgado y presentan varicosidades, pero practicamente carecen de las espinas tipicas de las NEMs
adultas. Las espinas son la principal estructura del cerebro que recibe neurotransmision excitatoria;
consistentemente con la ausencia de espinas, los contactos sinapticos con fibras corticales durante esta
etapa del desarrollo son escasos en las NEMs inmaduras. Entre la tercera y la cuarta semana de vida, el
aspecto varicoso de las dendritas va desapareciendo y el nimero de espinas aumenta en paralelo con el
numero de conexiones corticoestriatales, hasta alcanzar valores adultos entre la quinta y sexta semana
de vida. El mayor nimero de conexiones excitatorias corticoestriatales —y también talamoestriatales-
se establece durante la segunda y tercera semana de vida postnatal y luego disminuye alcanzando
valores adultos (Butler y col. 1998). Sin embargo en esta etapa del desarrollo los aspectos
ultramicroscépicos de las sinapsis axo-espinosas y axo-dendriticas atin son inmaduros, sugiriendo que
las propiedades funcionales de las sinapsis corticoestriatales todavia no han terminado de madurar

(Sharpe y Tepper 1998; Tepper y col. 1998).

En este sentido, las propiedades electrofisioldgicas intrinsecas de las NEMs, como la resistencia de

entrada, la duracion del potencial de accion y potencial de reposo de la membrana se encuentran bien
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desarrolladas hacia la tercera semana postnatal. Por el contrario, las propiedades extrinsecas, que
dependen de las aferencias corticales, como la respuesta a la estimulacion eléctrica y el patron de
descarga de potenciales de accidon maduran una o dos semanas mas tarde. El potencial de reposo de la
membrana presenta valores relativamente despolarizados durante las primeras semanas de vida y hacia
la tercera semana alcanza valores comparables al adulto. Sin embargo, la aparicion de los
estados up y down caracteristicos de las NEMs adultas ocurre a partir de la tercera semana de vida
alcanzando un aspecto maduro a partir de la cuarta semana, es decir, hacia el final de la infancia.
Respecto de la actividad supraumbral, ha sido reportado que no se observa la descarga espontanea de
potenciales de accion anteriormente al dia postnatal 15 y que a partir de entonces la frecuencia de
disparo de las neuronas aumenta gradualmente hasta los 28 dias de edad (Napier y col. 1985; Tepper y
col. 1998). La aparicion de los estados up y down y la aparicion de actividad espontanea evidencian
que las sinapsis corticoestriatales serian funcionalmente activas hacia la tercera y cuarta semana de

vida (Tepper y col. 1998).

Al igual que las proyecciones corticoestriatales, la inervacion dopaminérgica nigroestriatal se
desarrolla en las Ultimas etapas embrionarias y no completa su maduracién sino hasta un tiempo
después del nacimiento (Voorn y col. 1988; Snyder-Keller 1991). Durante las primeras dos semanas
postnatales, la proyeccidon nigroestriatal adquiere el aspecto morfoldgico caracteristico del adulto
(Voorn y col. 1988). La inervacion dopaminérgica del estriado ocurre con anterioridad a la llegada de
las proyecciones corticoestriatales, cuya arborizacion axonal ocurre primero en los sitios de inervacion
dopaminérgica mas densa (Nisenbaum y col. 1998). Este hecho refleja la fuerte relacion existente
entre ambos fendémenos sinaptogénicos y por lo tanto ha sido propuesto que la dopamina cumpliria un
rol importante en el desarrollo estriatal (Graybiel 1984; Voorn y col. 1988). De hecho, ha sido
demostrado que las aferencias dopaminérgicas estdn involucradas en la modulacion de las
caracteristicas morfologicas de las neuronas estriatales ya que la dopamina estimularia el crecimiento

y la arborizacién de neuritas (Meredith y col. 1995; Schmidt y col. 1996).

Es interesante destacar que no todas las neuronas estriatales tardarian el mismo tiempo en madurar.

Las interneuronas GABAérgicas presentarian una morfologia semejante a la de animales maduros
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hacia el dia posnatal 15. En este mismo sentido, la maduracion de los aspectos electrofisiologicos y
moleculares también ocurre con anterioridad a la maduracion de las NEMs y durante este periodo
estan sujetas a un control cortical mas fuerte que las NEMs (Tepper y col. 1998; Schlosser y col. 1999;

Chesselet y col. 2007).

En resumen, la literatura actual sugiere que el aspecto morfoldgico y funcional del microcircuito
estriatal se asemeja al aspecto adulto hacia la cuarta semana de vida, que en roedores corresponde a la
infancia tardia o preadolescencia (Cuadro L.5). El hecho de que algunos componentes del circuito
maduren antes que otros, sugiere la idea de que los primeros influyen sobre la maduracion de los
segundos, como podria ser el caso de las vias dopaminérgicas o las interneuronas GABAérgicas sobre
las NEMs. Poco se conoce sobre el establecimiento y maduracion postnatal de los canales
corticoestriatales, y acerca de los cambios funcionales y anatomicos del circuito estriatal durante la
adolescencia. Estudios recientes de tractografia cerebral en humanos demostraron que la conectividad
de los canales paralelos corticoestriatales se establece con distintos grados de fuerza, y que el balance
de conectividad entre los canales de un individuo puede predecir algunos rasgos de la personalidad,
como ser la busqueda de novedad o la bisqueda de recompensa. La fuerza de la conectividad podria
deberse a distintos factores, como la mielinizacion, densidad y geometria de los axones (Cohen y col.
2009), sugiriendo que procesos madurativos podrian influir en la conformacién anatomica de los
circuitos e impactar sobre aspectos de la personalidad. En este sentido, también se cree que algunas
patologias del desarrollo relacionadas con los GB, como las pertenecientes al espectro de trastornos
obsesivos compulsivos, estarian asociadas a alteraciones de procesos madurativos que podrian
modificar la comunicacion entre los canales paralelos y la plasticidad corticoestriatal (Yin y Knowlton

2006).
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Eventos de maduracién estriatal en roedores

+ 4 4 ot
‘Maduracion de las espinas dendriticas
Maduracion de los estados "up”y "down”
Numero de contactos corticoestriatales
Resistencia de entrada de las NEMs
Potencial de reposo de las NEMs
Edad 7 14 56 63 70 77 84 91 98
postnatal } I 1 1 L 1 1 1 1
| I 1 T 1 1 1 ] 1 T T
en dias
Etapa del ﬂ 2 e
i adulto joven
desarrollo infante !
neonato adolescente adulto
Eventos del . —
desarrollo  nacimiento destete pubertad madurez
sexual

Cuadro I.5 Esquema de las edades correspondientes a distintas etapas del desarrollo en roedores y
cambios clave en la maduracion de los circuitos estriatales.

Muchos aspectos del circuito estriatal son inmaduros durante las primeras semanas de vida y alcanzan valores
comparables a los adultos hacia quinta o sexta semana de vida que corresponderia al final de la infancia y a la

adolescencia de roedores.
Butler y col 1998
Tepper y col 1998
McCutcheon & Marinelli 2009
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Seccién III. Plasticidad sinadptica corticoestriatal y conductas de los GB

Las funciones normales del cerebro adulto dependen de las capacidades computacionales de los
circuitos neuronales. La modificacion de la eficacia sindptica en distintas regiones del cerebro ha
sido vinculada con la adquisicion de estas capacidades como resultado de la experiencia y el
aprendizaje. Las sinapsis corticoestriatales no son la excepcion y se cree que la plasticidad de estos
circuitos dependeria en parte de la dopamina. La plasticidad sindptica corticoestriatal, ademds de
cumplir un rol en el aprendizaje, podria modular la formacion de los circuitos corticoestriatales

durante el desarrollo postnatal.

LTD LTP
Dendrita Dendrita
Postsinaptica Postsinaptica
NEM NEM
Terminal Terminal
Presinaptica Presinaptica
Cortical Cortical
Actividad Actividad de
repetitiva alta frecuencia
. Anandamida (“endocanabinoide”) %? % Receptor glutamatérgico NMDA ‘.l_ Receptor glutamatérgico metabotropcio mGIuR1
“
@X) Calcio % ? Receptor glutamatérgico AMPA . Receptor para endocanabinoides CB1
= y
@ Sodio r,J [J Canal de calcio m Receptor dopaminérgico 01 o B2

Cuadro 1.6 Diagramas esquematicos de los mecanismos propuestos para la LTD y LTP corticoestriatal

La induccién de la LTD ocurriria en la postsinapsis. Los mecanismos de induccidn incluyen la activacién de canales
de calcio voltaje dependientes y la activacion de receptores glutamatérgicos metabotropicos. Estas dos vias
estimulan la sintesis y liberacion de endoncanabinoide (anandamida) que actta sobre receptores presinapticos
CB1. La activacion combinada de receptores CB1 con actividad electrofisiolégica presinaptica produce una dismi-
nucién de la probabilidad de liberacion de glutamato, probablemente a través de una disminucion de la actividad
de canales de calcio o de la fusidn vesicular. Los receptores dopaminérgicos tipo D2 cumplirian un rol facilitatorio
para la sintesis de enconanabinoides.

La induccién de LTP requiere la activacion de receptores glutamatérgicos tipo NMDA junto con la activacion de
receptores dopaminérgicos D1. El ingreso de calcio a través del receptor NMDA produciria cambios bioquimicos
probablemente a través de la activacion de la quinasa dependiente de calmodulina (CaMKIl). Como resultado de la
induccién de LTP se produce un aumento de receptores glutamatérgicos tipo AMPA, indicando que el sitio de
expresion al igual que el de induccidn de la LTP es postsinaptico.

Adaptado de Lovinger 2010
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A pesar de que parecen tener mucho en comun, los mecanismos de plasticidad sinaptica relacionados
con la maduracion de circuitos neuronales y aquellos relacionados con el aprendizaje y la memoria
suelen ser estudiados separadamente. La sinaptogénesis, el podado sindptico y la mielinizacion
modifican las capacidades computacionales de los circuitos a través de un aumento de la eficiencia y
velocidad del procesamiento de la informacion durante el desarrollo, pero también pueden contribuir
en el cerebro adulto a la formaciéon de asociaciones nuevas (Watson y col. 2006; Luna 2009). El
destino final de los contactos sinapticos dependera del resultado de una competencia entre procesos de
estabilizacion y podado. Esta competencia es dependiente del uso, ya que durante el desarrollo las
sinapsis que no son usadas se pierden, mientras que las que establecen contactos efectivos entre la pre
y postsinapsis se estabilizan (Konradi y Heckers 2001); de manera similar, las sinapsis nuevas que

participan en procesos de aprendizaje en el cerebro adulto persisten.

El ensamblado y desensamblado de sinapsis y la formacion de espinas dendriticas ocurren
rapidamente en el cerebro como respuesta a un aumento de la actividad neuronal. De hecho, la
estimulacion de alta frecuencia en rodajas de hipocampo induce, al cabo de una hora, la formacion de
nuevas espinas. Este cambio morfologico esta asociado a una potenciacion a largo plazo de las mismas
sinapsis, sugiriendo un vinculo funcional entre ambos procesos (Engert y Bonhoeffer 1999; Toni y col.
1999). La potenciacion (LTP) y depresion (LTD) a largo plazo fueron propuestas como la base celular
del aprendizaje y de la memoria. Experimentos recientes mostraron que saturando la capacidad del
hipocampo de inducir LTP es posible impedir la formacion de nuevas memorias espaciales, mientras
que la adquisicion de memorias dependientes de hipocampo ocluye la capacidad de inducir LTP
experimentalmente (Gruart y col. 2006; Whitlock y col. 2006). Por otro lado, la LTP y LTD podrian

mediar la maduracion sinaptica dependiente de actividad durante el desarrollo.

En el caso de las sinapsis corticoestriatales, existe una extensa literatura relativa a los mecanismos de
LTP y LTD, y de plasticidad estructural, orientada principalmente a comprender su rol en el
aprendizaje y en condiciones patologicas como la enfermedad de Parkinson y el abuso de drogas

(Kreitzer y Malenka 2008; Calabresi y col. 2009; Surmeier y col. 2009). Mucho menos se conoce
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sobre como la LTD y LTP corticoestriatal contribuyen al establecimiento de circuitos paralelos

corticoestriatales durante el desarrollo.

En esta seccion discutimos las caracteristicas principales de la plasticidad corticoestriatal y su rol en

aprendizajes normales del sistema adulto y su posible relacion con patologias de los GB.

Caracteristicas generales de la LTD y LTP corticoestriatal. Rol de la dopamina y los

endocanabinoides

En la década de 1970 fue demostrado que la estimulacion repetitiva de aferencias excitatorias en el
hipocampo produce cambios perdurables en la potencia sinaptica (Bliss y Gardner-Medwin 1973). A
partir de entonces, distintas formas de plasticidad sinaptica incluyendo la depresion o potenciacion de
largo término han sido descriptas en distintas estructuras del cerebro. Un protocolo para inducir
plasticidad sindptica que fue ampliamente estudiado in vitro es la estimulacion eléctrica de alta

frecuencia de aferencias excitatorias, usualmente con trenes de 100 Hz.

En el sistema corticoestriatal, protocolos de estimulacion de alta frecuencia fueron aplicados
exitosamente para inducir plasticidad sindptica. La plasticidad sindptica corticoestriatal presenta
algunas particularidades que la diferencian de la que tiene lugar en otras sinapsis. Probablemente la
mas distintiva es que in vitro la estimulacion de alta frecuencia de las aferencias excitatorias junto con
una despolarizacion de la NEM normalmente induce LTD mientras que en el hipocampo protocolos
similares inducen LTP (Calabresi y col. 1992; Lovinger y col. 1993; Walsh 1993) . Otra diferencia es
que la expresion de LTD en el hipocampo depende de la estimulacion de receptores glutamatérgicos
tipo NMDA, mientras que la LTD corticoestriatal es independiente de estos receptores (Calabresi y

col. 1992; Dudek y Bear 1992).

Entre los mecanismos necesarios para la expresion de LTD corticoestriatal inducida por estimulacion
de alta frecuencia, la participacion de la dopamina fue ampliamente reconocida desde la descripcion
inicial de esta plasticidad. Esta percepcion se baso en que in vitro la administracion de antagonistas de

receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2, la lesién unilateral de las proyecciones dopaminérgicas
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nigroestriatales con la toxina 6-hidroxidopamina y la eliminacién genética del receptor dopaminérgico
D2 bloquean la expresion de la LTD corticoestriatal (Calabresi y col. 1992; Calabresi y col. 1997).
Otros mecanismos relacionados con este tipo de plasticidad incluyen la estimulaciéon de receptores
metabotropicos postsinapticos para glutamato tipo I (mGluR 1, Gubellini y col. 2001; mGIluR 1,
mGluR 1, mGIluR 1, mGluR 1, mGluR 1, mGIuR 1, mGluR 1, mGIuR 1, Sung y col. 2001), la
activacion de canales de calcio dependientes de voltaje y la entrada postsinaptica de calcio (Calabresi

y col. 1992; Bonsi y col. 2003).

En conjunto, esta evidencia ha sugerido que la induccion de LTD requiere de procesos postsinapticos
mientras que es aceptado que la fase de expresion de la LTD dependeria de un mecanismo presinaptico
por el cual disminuye la probabilidad de liberacion de glutamato de las terminales corticoestriatales
(Choi y Lovinger 1997; Lovinger 2010). Actualmente se acepta que la vinculacion entre estos dos
procesos estaria dada por un mecanismo de sefializacion retrograda mediado por endocanabinoides.
Los endocanabinoides liberados postsinapticamente activan receptores CBI1 presinapticos de las
terminales corticoestriatales y gatillan un mecanismo de supresion de liberacion de neurotransmisor.
Este tipo de mecanismos ha sido descripto tanto en terminales inhibitorias como excitatorias con

efectos de largo o corto plazo en distintas regiones del cerebro (Heifets y Castillo 2009).

Si bien la dependencia dopaminérgica en la induccién de la LTD corticoestriatal fue considerada
crucial durante mucho tiempo, actualmente el rol de la dopamina es mas debatido (Wickens 2009;
Lovinger 2010). Por ejemplo, en presencia de antagonistas del receptor dopaminérgico D2 es posible
inducir LTD en rodajas de cerebro mediante la aplicacion de agonistas de los receptores mGluR 1
(Kreitzer y Malenka 2005) o mediante la activacion de canales de calcio tipo L en combinacion con
actividad postsinaptica moderada (Adermark y Lovinger 2007). Estos resultados indican que
experimentalmente el requerimiento de la estimulacion de receptores D2 puede ser eludido y plantean
que mas que permitir la induccion de la LTD, el rol de estos receptores seria modularla, aumentando la
probabilidad de que ocurra (Lovinger 2010). Es interesante notar que la via final comtn a todos estos
mecanismos (vale decir, estimulacion de receptores D2, mGluR 1 y entrada de calcio postsinaptica)

seria la sintesis de endocanabinoides (Heifets y Castillo 2009) y que la estimulacion farmacologica de
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los receptores CB1 es capaz de inducir LTD corticoestriatal similar a la inducida por estimulacion de
alta frecuencia (Adermark y Lovinger 2007; Singla y col. 2007). Sin embargo, la activacion de los
receptores CBI1 por si misma es insuficiente para inducir depresidon sinaptica ya que también es
necesaria la actividad simultanea de las vias aferentes. Esta propiedad le confiere a las NEMs una
especificidad muy fuerte, ya que frente a una liberacion postsinaptica de endocanabinoides (con alta
capacidad de difusion) la LTD se expresaria inicamente en las sinapsis cuyas terminales presinpticas

estan simultaneamente activas (Singla y col. 2007) .

A diferencia de las formas de potenciacion a largo plazo estudiadas en el hipocampo, la inducciéon de
LTP estriatal ha sido mas dificil de obtener experimentalmente y por lo tanto el conocimiento de los
mecanismos para su induccién y expresion son menos comprendidos que los de la LTD
corticoestriatal (Kreitzer y Malenka 2008). Para lograr la LTP corticoestriatal por estimulacion de alta
frecuencia, fue necesario recurrir a la remocion del magnesio de la solucion de registro extracelular.
Dado que en condiciones de reposo el receptor para glutamato tipo NMDA esta sujeto a inactivacién
por magnesio, la remocién de este ion del medio extracelular podria permitir su actividad durante la
estimulacion de alta frecuencia. La dependencia de los receptores NMDA en este tipo de plasticidad
fue confirmada mediante estudios farmacoldgicos (Calabresi y col. 1992). Otros mecanismos que
estarian involucrados en este tipo de plasticidad son la estimulacion del receptor dopaminérgico D1 y
la entrada de calcio postsindptico (Calabresi y col. 1992; Kerr y Wickens 2001). La necesidad de
trabajar en ausencia de magnesio dio lugar a la interpretacion de que la LTP corticoestriatal podia estar
relacionada con procesos patoldgicos (Calabresi y col. 1997). Sin embargo, también fue posible
obtener LTP en condiciones normales de magnesio extracelular mediante la aplicacion simultanea de
pulsos de dopamina y estimulacion presinaptica de alta frecuencia, sugiriendo un mecanismo
sinergistico entre el receptor NMDA y la dopamina(Wickens y col. 1996). Si bien no existe evidencia
experimental directa, también ha sido propuesto que la expresion de la LTP corticoestriatal (al igual
que la LTP dependiente de receptores NMDA en otras estructuras cerebrales) involucraria un aumento
de la expresion en membrana postsinaptica de receptores para glutamato tipo AMPA (Lovinger 2010,

Cuadro 1.6)
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Es importante mencionar que los resultados descriptos hasta el momento fueron obtenidos in
vitro pero que también fue posible obtenerin vivo distintas formas de plasticidad sinaptica
experimental mediante estimulacion de alta frecuencia (Charpier y Deniau 1997; Reynolds y Wickens
2000). Sin embargo, los mecanismos de plasticidad in vivo son menos conocidos y su significado
funcional tampoco es tan claro. Dado que la descarga de potenciales de accidn corticales y estriatales
es relativamente escasain vivo, los protocolos de plasticidad basados en estimulacion de alta
frecuencia han sido considerados “poco fisioldgicos” y podrian no tener un correlato funcional durante
la ejecucion de conductas en los animales despiertos (Pawlak y Kerr 2008). En este sentido los
protocolos de plasticidad inducida por el apareamiento temporal de la descarga postsinaptica y la
actividad presinaptica (spike timing dependent plasticity, STDP) son un mejor candidato como
sustrato de los cambios de eficacia sinaptica in vivo, en particular en el contexto del aprendizaje
(Markram y col. 1997), y recientemente ha sido demostrado que en las sinapsis corticoestriatales es

posible inducir STDP (Fino y col. 2005; Pawlak y Kerr 2008; Shen y col. 2008).

Conductas mediadas por los GB y plasticidad sindptica

Es aceptado que los GB estan relacionados estrechamente con procesos de aprendizaje y memoria.
Una serie de trabajos recientes han permitido relacionar de manera bastante precisa distintas regiones
estriatales con formas especificas del aprendizaje (Cuadro 1.3). Por ejemplo, la region dorsomedial del
estriado ha sido vinculada con la fase inicial del aprendizaje de habilidades motoras y de tareas
instrumentales dirigidas a obtener metas, la region dorsolateral del estriado con la fase de
perfeccionamiento de habilidades motoras y la formacion habitos instrumentales, mientras que la
region ventral del estriado ha sido relacionada con la adquisicion del condicionamiento pavloviano
(Yin y Knowlton 2006; Yin y col. 2008; Balleine y col. 2009). Los mecanismos de plasticidad
sinaptica corticoestriatal serian la base celular de estos aprendizajes. Por ejemplo la administracion

intracerebral en la region dorsomedial del estriado de antagonistas del receptor NMDA -relacionados
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con la LTP- impide la formacion de un aprendizaje instrumental dirigido a obtener recompensas (Yin y
col. 2005). Mediante experimentos similares, otros componentes de la LTP o LTD como los receptores
D1 y CB1 también han sido implicados en aprendizajes dependientes del estriado (Hilario y col. 2007;

Yin y col. 2009).

El registro de la actividad de neuronas estriatales durante el entrenamiento de un aprendizaje de
coordinacion motora permitid6 comprobar que en las primeras sesiones de entrenamiento las neuronas
que se activan en relacion a la tarea motora se encuentran en la region dorsomedial del estriado. A
medida que las sesiones de entrenamiento avanzan, la conducta tiende a un limite de
perfeccionamiento y el aprendizaje parece enlentecerse, ya que la tasa de mejoria de la conducta
decrece. Simultdneamente con este proceso el nimero de neuronas asociadas a la conducta entrenada
de la region dorsomedial del estriado disminuye y aumenta el nimero de neuronas reclutadas de la
region dorsolateral del estriado (Costa y col. 2004). Este resultado sugiere que el control sobre la
conducta cambia de dominio durante las distintas instancias del aprendizaje, pasando de un canal
corticoestriatal hacia otro. El reclutamiento de cada canal con cada fase del entrenamiento también
estd asociado a un aumento en la eficacia sindptica corticoestriatal. La transimsion mediada por
receptores AMPA aumenta en la region dorsomedial durante la fase inicial y en la region dorsolateral
durante fase final del entrenamiento, sugiriendo la presencia de un mecanismo celular de LTP (Yin y
col. 2009). Entonces, durante la progresion de un aprendizaje normal mediado por los GB la

plasticidad sinaptica y la interaccion entre los canales corticoestriatales parece ocupar un lugar crucial.

Por otro lado, fallas en la plasticidad corticoestriatal también pueden contribuir a patologias de los GB.
En el modelo experimental de la enfermedad de Parkinson obtenido por lesion de neuronas
dopaminérgicas la funcion estriatal muestra una serie de alteraciones. Entre ellas, hay un aumento de
la actividad de las NEMs, una disminucion de la capacidad de inducir LTD experimentalmente y una
pérdida de espinas dendriticas (Tseng y col. 2001; Day y col. 2006; Kreitzer y Malenka 2007) .
Notablemente, la lesion dopaminérgica también produce una alteracion en la segregacion de los

canales paralelos corticoestriatales (Tseng y col. 2001). Por lo tanto, la dopamina y la plasticidad
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corticoestriatal parecen ser importantes para el adecuado funcionamiento de los GB a través del

mantenimiento e interaccion entre los canales corticoestriatales.

Los resultados revisados apoyan la idea de que la LTP y la LTD podrian ser los mecanismos celulares
fisiologicos de los aprendizajes mediados por los GB y de que condiciones patoldégicas del adulto
relacionadas con los GB podrian estar asociadas a alteraciones de la plasticidad sinaptica
corticoestriatal (Calabresi y col. 2007; Kreitzer y Malenka 2008). Sin embargo, existe escasa o nula
informacion sobre como la plasticidad corticoestriatal que ocurre durante el desarrollo postnatal

condiciona la conducta normal o patologica del adulto.
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Seccién I'V. Maduracion postnatal del sistema cérticoestriatal y rol de la dopamina.

La plasticidad sindptica modulada por dopamina podria ser la base celular de la maduracion
postnatal "dependiente de actividad" de los circuitos corticoestriatales. Durante las primeras
semanas de vida las vias dopaminérgicas expresan una serie de cambios morfologicos y funcionales
que podrian estar asociados con procesos madurativos de plasticidad corticoestriatal. La
destruccion temprana de las neuronas dopaminérgicas produce alteraciones neuroquimicas y
conductuales que perduran en el animal adulto sugiriendo posibles alteraciones funcionales de los

circuitos corticoestriatales.

Enla seccion anterior describimos como la dopamina podria tener un papel importante en la
plasticidad de los circuitos corticoestriatales durante aprendizajes de conductas mediadas por los GB
en animales adultos y como alteraciones de la plasticidad corticoestriatal en el adulto podrian dar
origen a patologias. Sin embargo, los procesos de plasticidad sinaptica que contribuyen a la
maduracion normal de los circuitos corticoestriatales no han sido suficientemente estudiados. En esta
seccion presentamos evidencia que indica que la funcidon dopaminérgica y la plasticidad
corticoestriatal también maduran durante las primeras semanas de vida y mostramos la influencia de
estas vias sobre el desarrollo postnatal de los circuitos corticoestriatales analizando el efecto de la
denervacion temprana de neuronas dopaminérgicas en un modelo de lesion neonatal. Una hipdtesis
general que guia esta tesis es que una alteracion temprana de la funcion dopaminérgica afecta los
procesos de plasticidad corticoestriatal del desarrollo y perturba el establecimiento del conexionado de
los circuitos paralelos corticoestriatales, resultando en cambios perdurables en las conductas mediadas

por los GB.

Plasticidad durante el desarrollo: Cambios asociados a la funcion DA

Una serie de cambios que ocurren en el sistema dopaminérgico durante la infancia permiten pensar

que la dopamina cumple un rol importante en el establecimiento y maduracion de los circuitos
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corticoestriatales a través de mecanismos de plasticidad sinaptica. Por ejemplo, durante las primeras
semanas de vida la inervacion estriatal por fibras dopaminérgicas se establece simultdneamente con el
conexionado coérticoestriatal (Hattori y McGeer 1973). La expresion de receptores dopaminérgicos en
el estriado también aumenta postnatalmente hasta alcanzar un pico entre la cuarta y quinta semana de
vida (preadolescencia en roedores) para luego declinar hacia valores adultos que se alcanzan varias
semanas mas tarde (Andersen y col. 2000; Tarazi y Baldessarini 2000). Ademas de los cambios
morfologicos y neuroquimicos, también han sido reportados cambios funcionales. Por ejemplo, la tasa
de descarga de las neuronas dopaminérgicas entre la infancia y la adultez presenta un patréon de U
invertida, con un pico de actividad durante la adolescencia y niveles de actividad similares entre la
infancia y la adultez (McCutcheon y Marinelli 2009). Es importante destacar que a pesar de que
algunos aspectos del sistema dopaminérgico parecen ser comparables entre la infancia y la
adolescencia, esto no es asi para todos los parametros del sistema. Por ejemplo, la respuesta de las
neuronas dopaminérgicas a la nicotina pasa de ser excitatoria en la infancia a inhibitoria en la adultez
(McCutcheon y Marinelli 2009). En general, estos hallazgos sugieren que la adolescencia es una etapa

de grandes cambios madurativos en los circuitos dopaminérgicos y corticoestriatales.

Estudios de plasticidad sinaptica corticoestriatal durante las primeras semanas del desarrollo postnatal
en roedores aportan evidencia mas directa que apoya la idea de que la plasticidad corticoestriatal y la
dopamina estan relacionados con el establecimiento de los circuitos corticoestriatales. La maduracion
de las sinapsis corticoestriatales ocurre de acuerdo a un proceso de expansion y posterior retraccion
sinaptica de modo tal que el nimero de contactos corticoestriatales aumenta durante las primeras
semanas de vida y luego disminuye hasta alcanzar valores adultos (Butler y col. 1998). En paralelo a
estos cambios anatomicos una serie de cambios funcionales tienen lugar. Durante el periodo de
expansion de contactos sindpticos, las sinapsis corticoestriatales son mas proclives a sufrir LTP
inducida por estimulacion de alta frecuencia y a medida que el numero de conexiones
corticoestriatales disminuye, la forma predominante de plasticidad pasa a ser la LTD (Partridge y col.
2000; Tang y Lovinger 2000). Estos resultados sugieren que durante las primeras semanas de vida, la

formacion de nuevos contactos sinapticos podria estar facilitada por un mecanismo de LTP y que la
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LTD se expresaria mas tarde sobre las sinapsis que previamente habian acumulado sucesivos eventos
de potenciacion sinaptica (Partridge y col. 2000). En relacion a estos cambios plasticos también se
observo que la probabilidad de liberacion cérticoestriatal de glutamato disminuye durante la infancia.
Este mecanismo presinaptico fue interpretado como un fenémeno fisiologico de LTD de las sinapsis
corticoestriatales durante el desarrollo (Choi y Lovinger 1997; Tang y col. 2001). De la misma manera
que la plasticidad corticoestriatal inducida experimentalmente, cuya expresion se debe a una
disminucidn presinaptica de liberacion glutamatérgica, en rodajas, el proceso fisiologico de depresion
corticoestriatal durante el desarrollo seria dependiente de endocanabinoides (Ade y Lovinger 2007) y
de dopamina -ya que no fue observado en ratones carentes de receptor dopaminérgico D2 ni en ratas
con lesion dopaminérgica con 6-OHDA (Tang y col. 2001). Estos resultados indican que la dopamina
podria moldear el conexionado coérticoestriatal a través de la regulacion de la eficacia sindptica
corticoestriatal. El significado funcional de la depresion madurativa coérticoestriatal no se conoce,
aunque se postula que podria cumplir un rol en el refinamiento de los patrones motores durante la

experiencia postnatal temprana (Partridge y col. 2000; Ade y Lovinger 2007) .

Patologias asociadas al neurodesarrollo de los GB

Algunas condiciones neuropsiquiatricas asociadas a alteraciones de la funcion dopaminérgica y el
funcionamiento de los circuitos coérticoestriatales, como el sindrome de Gilles de la Tourette y el
déficit de atencion con hiperactividad, comienzan a expresarse en la infancia y pueden persistir con

distintos grados de severidad en la adolescencia tardia y también durante la adultez.

El sindrome de Tourette esta caracterizado por tics motores y fonolégicos que en la mayoria de los
casos se presentan por primera vez alrededor de los cinco afios de edad (Jankovic 2001). A diferencia
de otras conductas hiperquinéticas, como los movimientos coréicos, los tics de los pacientes con
Tourette suelen estar precedidos por sensaciones premonitorias y pueden ser suprimidos
voluntariamente por los pacientes a expensas de disconfort y ansiedad, sensaciones que desaparecen

luego de la ejecucion del tic (Jankovic 2001). Si bien la etiologia de esta condicion no se conoce, la
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evidencia farmacoldgica y de estudios de imdgenes sugiere un rol para la dopamina. En este respecto
existe controversia, ya que tanto un estado hiper- como hipo-dopaminérgico han sido propuestos como

base neurobiologica de la condicién (Mink 2001; Nomura y Segawa 2003).

El déficit de atencion con hiperactividad (ADHD su sigla en inglés) se presenta con distintos grados de
alteracion en la atencion, impulsividad e hiperactividad motora. Algunos de estos signos
-especialmente la hiperactividad- suelen revertir espontaneamente en los adultos, pero otros persisten.
De acuerdo a la prevalencia de los signos conductuales, el ADHD puede ser clasificado en el subtipo

inatento, impulsivo/hiperactivo o combinado (DSM 1V).

La etiologia del ADHD tampoco ha sido adecuadamente aclarada y se cree que podria ser el resultado
de una combinacion de multiples factores genéticos predisponentes y mecanismos que actian durante
etapas tempranas del desarrollo (Toft 1999; Sagvolden y col. 2005a). El diagnostico del ADHD en
nifios se realiza mediante cuestionarios a los padres y educadores, pero en la actualidad no existe un
criterio de diagnostico inequivoco y cuantificable. Por este motivo, la deteccion de endofenotipos
(caracteristicas fenotipicas cuantificables de manera objetiva) permitiria un avance en el diagnostico y
tratamiento del ADHD (Castellanos y Tannock 2002). Evidencias provenientes de distintas disciplinas
involucran a la dopamina, los circuitos de los GB y la corteza frontal con el desarrollo de esta

condicion.

Estudios genéticos de casos familiares, de hermanos gemelos y de adopcién detectaron variantes
alélicas de genes candidato que serian predisponentes del ADHD como el receptor dopaminérgico D4
-que se expresa preferencialmente en la corteza prefrontal- y el transportador de dopamina DAT (Cook
y col. 1995; Faraone y Biederman 1998; Rowe y col. 1998; Durston y col. 2005). Evidencias
farmacologicas también vinculan al ADHD con una disminucién de la funcién dopaminérgica ya que
el tratamiento cldsico con psicoestimulantes como anfetamina y metilfenidato -que reducen la
hiperactividad y mejoran el déficit atencional- produce un aumento extracelular de aminas biogenas,
especialmente de dopamina (Swanson y Volkow 2002; Volkow y col. 2005). Mediante estudios de

imagenes estructurales de gemelos discordantes para ADHD se encontrd que existe una disminucion
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del volumen estriatal, indicando un posible sustrato estructural en relaciéon con el ADHD. Sin
embargo, esta diferencia desaparece hacia el final de la adolescencia a pesar de la persistencia de
algunos signos clinicos, sugiriendo la existencia de un retraso madurativo mas que de dafos
morfologicos permanentes (Castellanos y col. 2002). Estudios de imagenes funcionales utilizando un
paradigma de “go/no-go”, mostraron que los pacientes con ADHD presentan disminuida la capacidad
de inhibir una respuesta motora bajo la condicién “no-go” junto con una menor activacion de los GB
(Durston y col. 2003). Por ultimo, mediante tomografia de emision de positrones se encontré que en
pacientes adultos con ADHD la actividad dopaminérgica se encuentra disminuida en relaciéon con
procesos atencionales y en respuesta a estimulos con propiedades de recompensa (Swanson y col.
2007; Volkow y col. 2009). Estas evidencias sustentan una hipotesis muy difundida segtn la cual un
estado hipodopaminérgico funcional instalado desde etapas tempranas del desarrollo, que podria ser
resultante de factores genéticos predisponentes, factores etioldgicos ambientales -como la exposicion
prenatal a drogas- y psicosociales adversos, podria conducir al ADHD (Castellanos y Tannock 2002;

Biederman y Faraone 2005; Sagvolden y col. 2005a; Swanson y col. 2007; Volkow y col. 2009).

Es interesante que el ADHD suele ser comodrbido con el sindrome de Tourette, y que ambas
condiciones predisponen para el surgimiento del trastorno obsesivo compulsivo, que también ha sido
asociado con alteraciones funcionales de circuitos corticoestriatales (Graybiel y Rauch 2000; Graybiel
2008) sugiriendo mecanismos comunes a través de los circuitos neuronales involucrados (Jankovic
2001; Torregrossa y col. 2008). En tal sentido, el sustrato comun a los aspectos impulsivos y
compulsivos de estas patologias podria ser los circuitos que controlan las conductas dirigidas a obtener
metas y la formacion de habitos, que estan relacionados con el circuito corticoestriatal cognitivo

(Torregrossa y col. 2008).

Lesion dopaminérgica neonatal. Caracteristicas conductuales y farmacologicas.

El estudio de los mecanismos por los cuales la dopamina influye sobre el desarrollo corticoestriatal

condicionando la conducta y la patologia se ve limitado por la disponibilidad de modelos animales.
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Uno de los modelos mas antiguos y que ha resistido el paso del tiempo es la lesion neonatal de
neuronas dopaminérgicas con la toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Es bien sabido que la lesion
bilateral de las vias nigroestriatales en roedores adultos produce un severo cuadro de aquinesia, adipsia
y afagia y por lo tanto ha sido utilizada como modelo de la enfermedad de Parkinson (Ungerstedt
1971). Por el contrario, la lesion bilateral de neuronas dopaminérgicas en ratas o ratones neonatos, no
produce en ninguna etapa del desarrollo estas alteraciones neurologicas. De hecho, los roedores con
lesion dopaminérgica neonatal lactan de manera normal y luego del destete se alimentan y toman agua
por si mismos de la misma manera que los ratones control (Shaywitz y col. 1976a; Avale y col.
2004a). Mas alla de un leve retraso en la tasa de crecimiento y un menor tamafio corporal, los ratones

lesionados y los control son indistinguibles a simple vista (Avale y col. 2004a).

La 6-OHDA produce la muerte de una gran cantidad de neuronas dopaminérgicas que proyectan al
estriado y en menor medida a la corteza prefrontal. La mayor pérdida de neuronas (mas del 80%) se da
en la region de la sustancia negra cuyas proyecciones llegan al estriado dorsal (Avale y col. 2004a).
Esta pérdida de neuronas persiste a lo largo del desarrollo postnatal, pero una serie de mecanismos
compensatorios que tienden a aumentar la transmision dopaminérgica han sido reportados (Davids y
col. 2003). Algunos de estos mecanismos son un aumento del mensajero de la enzima tirosina
hidroxilasa (indispensable en la biosintesis de la dopamina), pérdida de autorreceptores D2 (cuya
activacion inhibe el disparo de potenciales de acciéon y liberacidn dopaminérgica presindptica),
disminucion de la actividad del transportador de dopamina (DAT, que elimina la dopamina del espacio
sinaptico) y cambios en la sensibilidad de los receptores dopaminérgicos D1 y D2 (Davids y col.
2003). Otro mecanismo compensatorio ampliamente reconocido es el aumento de la inervacion y del
contenido serotoninérgico estriatal en la region dorsal del estriado (Towle y col. 1989; Avale y col.
2004b; Breese y col. 2005). Muchos de estos mecanismos compensatorios son evidentes desde la

infancia y tienen un efecto que perdura hasta la adultez.

Desde el punto de vista conductual, la lesiéon produce una serie de alteraciones. La caracteristica que
ha sido mas estudiada es la aparicion de un periodo de hiperactividad locomotora que se observa desde

dias antes del destete y que revierte espontaneamente antes de la adultez, hacia la quinta o sexta
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semana de vida (Shaywitz y col. 1976a; Avale y col. 2004a). Algunos autores reportaron que la
magnitud y duracion de este periodo de hiperlocomocion depende de la dosis de 6-OHDA y ha sido
sugerido que el grado de hiperactividad locomotora correlaciona con el grado de pérdida
dopaminérgica (Miller y col. 1981). Sin embargo, también ha sido propuesto que este fenotipo
conductual depende de la hiperinervacion compensatoria serotoninérgica, ya que la lesion
dopaminérgica neonatal sumada a la destruccion selectiva de las vias serotoninérgicas produce una

exacerbacion del fenotipo hiperlocomotor (Brus y col. 2004).

Ademas de la reversion espontanea entre la infancia y la adultez, una caracteristica ampliamente
documentada de la hiperlocomocioén inducida por la lesion dopaminérgica neonatal es la respuesta
atipica a los psicoestimulantes como la anfetamina y el metilfenidato. Estos psicoestimulantes actian a
través del bloqueo de la recaptacion de aminas como la dopamina, noradrenalina y serotonina,
aumentando su concentracion en el espacio extracelular (Rothman y Baumann 2003). En animales
normales, se cree que el aumento de la liberacion dopaminérgica en los circuitos frontoestriatales es
responsable de causar la hiperactividad caracteristicamente asociada a este tipo de drogas (Wilkinson y
col. 1993). En ratas y ratones con lesion dopaminérgica neonatal la respuesta atipica a estos
psicoestimulantes se manifiesta con una reversion del fenotipo hiperlocomotor (Shaywitz y col.
1976b; Shaywitz y col. 1978; Avale y col. 2004a) . Este efecto es dosis dependiente y a pesar de que se
cree que estaria mediado por un aumento de la disponibilidad extracelular de serotonina o
noradrenalina (Gainetdinov y col. 1999; Russell y col. 2005) no existe consenso acerca de este

mecanismo (Avale y col. 2004b).

Si bien la hiperlocomocién es probablemente el fenotipo conductual mas estudiado, otras alteraciones
como déficit de habituacién, de aprendizajes motores y de memoria han sido reportadas. Estas
alteraciones conductuales tienden a desaparecer durante la vida adulta sugiriendo un retraso en la
maduracion de estas capacidades. Al igual que la hiperlocomocion la administracion de
psicoestimulantes mejora estos déficit (revisado en Davids y col 2003). Sin embargo, utilizando

paradigmas de aprendizaje basado en la obtencion de recompensas también ha sido demostrado que la
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lesion dopaminérgica neonatal puede deteriorar la adquisicion de conductas instrumentales en

animales adultos (Moy 1995; Nemirovsky y col. 2009).

Por sus caracteristicas conductuales, la lesion dopaminérgica neonatal en roedores ha sido utilizada
como modelo para estudiar algunas conductas presentes en distintas condiciones psiquiatricas (para
revision ver Breese 2005). Probablemente, la mas estudiada sea el ADHD. Si bien existen otros
modelos animales (Davids y col. 2003; Sagvolden y col. 2005b) y la lesion dopaminérgica neonatal no
reproduce la etiologia del ADHD (“validez de construccion™), esta lesion ha sido el modelo de
eleccion de muchos autores porque reproduce aspectos centrales del fenotipo conductual (“validez
fenotipica”), porque tiene valor predictivo en la evaluacién de terapias farmacologicas (“validez de
prediccion”) y porque podria ser util para la deteccion de endofenotipos (Castellanos y Tannock 2002;

Davids y col. 2003; Avale y col. 2004a; van der Kooij y Glennon 2007) .

La integridad de las vias dopaminérgicas nigroestriatales, entonces, es importante para la maduracion
de los circuitos frontoestriatales durante la infancia y adolescencia. Sin embargo, los mecanismos que
subyacen al establecimiento anatémico y funcional de los circuitos corticoestriatales no han sido
esclarecidos. Comprender los mecanismos neurobioldgicos de la maduracion postnatal corticoestriatal
puede contribuir a comprender como se establecen las conductas patologicas en diversos desordenes

neuropsiquiatricos, entre ellos, el ADHD.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS.

Esta tesis de doctorado se enmarca en un proyecto cuyo objetivo general es esclarecer los
mecanismos postnatales que promueven la maduraciéon funcional del sistema corticoestriatal y su
relacion con el establecimiento, adquisicion y expresion de conductas controladas por los ganglios de
la base (GB) en condiciones normales y patoldgicas. La hipétesis general detras de este objetivo es
que los circuitos corticoestriatales son inmaduros al momento del nacimiento y que durante la infancia
y adolescencia ocurren cambios sustanciales en el conexionado anatomico y funcional que le confieren
a estos circuitos las caracteristicas del sistema adulto. En estos procesos madurativos la dopamina
jugaria un papel central y la conectividad adquirida durante el desarrollo y moldeada por la
experiencia condicionaria las conductas mediadas por los GB. Un corolario de esta hipotesis es que
alteraciones postnatales que afecten la conectividad corticoestriatal podrian ser el sustrato de
alteraciones conductuales asociadas a patologias de los GB que podrian manifestarse en distintas

etapas de la vida.

En esta tesis estudiamos los cambios que ocurren en el sistema corticoestriatal a lo largo del desarrollo
postnatal en presencia y ausencia de las vias dopaminérgicas. El primer objetivo especifico fue
establecer un modelo experimental de lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas y
caracterizar las alteraciones conductuales y neuroquimicas que ocurren como consecuencia de
dicha lesion. Una alteracién conductual ampliamente estudiada en este modelo es la hiperactividad
locomotora que aparece de manera transitoria antes de la adolescencia y revierte espontaneamente en
la adultez; por esta caracteristica conductual, entre otras, la lesion neonatal de neuronas
dopaminérgicas ha sido propuesta como modelo de ADHD. Experiencias en distintos laboratorios
sugieren que la aparicion de este fenotipo correlaciona con el grado de pérdida dopaminérgica
mientras que otros autores han propuesto un rol para la serotonina en la expresion de la conducta
hiperlocomotora. Nuestra hipotesis es que el fenotipo hiperlocomotor inducido por la lesion estd
asociado a un patron especifico de denervacion dopaminérgica e hiperinervacion serotoninérgica

compensatoria estriatal.

35



El siguiente objetivo fue estudiar si existen alteraciones funcionales en los circuitos
corticoestriatales que estén asociadas a las alteraciones conductuales inducidas por la lesion
neonatal. Las proyecciones dopaminérgicas terminan principalmente en el estriado y en menor
medida en la corteza frontal, estructuras que se conectan entre si a través de proyecciones
corticoestriatales. Funcionalmente, las neuronas principales estriatales son normalmente silentes y
responden solamente a entradas corticales fuertemente sincronizadas. Ademas, se cree que las vias
dopaminérgicas podrian controlar la precision temporal con que las neuronas estriatales descargan
potenciales de acciéon. Por lo tanto, planteamos la hipotesis de que el fenotipo hiperlocomotor
inducido por la lesion dopaminérgica esta asociado a cambios en la conectividad funcional entre la
corteza frontal y el estriado dorsal, en donde la denervacion dopaminérgica y compensacion

serotoninérgica es mayor.

El tercer objetivo fue determinar si en el pasaje de la infancia a la adultez ocuren cambios
madurativos en la funcion de los circuitos corticoestriatales y si la maduracion normal de estos
circuitos depende de la integridad de las vias dopaminérgicas. Existe abundante evidencia que
indica que el sistema nervioso central de mamiferos completa su maduracion a lo largo de distintas
etapas del desarrollo postnatal. En particular, ha sido demostrado que los circuitos corticales recién
expresan sus caracteristicas adultas luego de la adolescencia. Por lo tanto es razonable pensar que los
circuitos corticoestriatales completan su maduracion luego de este periodo del desarrollo. En este
sentido, la evidencia conductual indica que la hiperactividad locomotora inducida por la lesion
dopaminérgica neonatal revierte espontaneamente hacia la adolescencia, sugiriendo para esta etapa del
desarrollo un posible rol en cambios funcionales de los circuitos corticoestriatales. Nuestra hipotesis es
que la maduracion de los circuitos corticoestriatales se completa luego de la adolescencia y que es
facilitada por las vias dopaminérgicas, en los animales con lesion neonatal la maduracion de estos

circuitos se ve retrasada y seria facilitada, en cambio, por mecanismos compensatorios.
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El cuarto objetivo fue caracterizar in vivo la plasticidad coérticoestriatal inducida
experimentalmente en distintas etapas del desarrollo postnatal y la influencia de las vias
dopaminérgicas. Es sabido que las sinapsis coérticoestriatales son susceptibles de sufrir cambios
plasticos como la potenciacion y depresion a largo término y se cree que estos mecanismos estarian
involucrados en aprendizajes mediados por los GB. También se sabe que tanto los aprendizajes como
la plasticidad corticoestriatal inducida experimentalmente dependen en parte de la dopamina y ha sido
sugerido que existiria un proceso fisiologico de depresion de las sinapsis coérticoestriatales que
ocurriria a lo largo del desarrollo postnatal. Nosotros proponemos que a lo largo de la infancia y
adolescencia existe un refinamiento del conexionado corticestriatal que estaria mediado por un
mecanismo fisiologico de depresion a largo término dependiente de las vias dopaminérgicas cuyo rol
seria reducir la eficacia de las sinapsis que no participan en conductas adquiridas durante la

experiencia postnatal.

Finalmente, el Gltimo objetivo de la tesis fue establecer si a lo largo del desarrollo postnatal las vias
dopaminérgicas facilitan la integracion de informacién cortical a nivel estriatal y si estin
involucradas en la interaccion entre canales paralelos corticoestriatales. Una caracteristica
saliente de la organizaciéon anatomo-funcional de los GB es que conforman circuitos parcialmente
segregados que permiten el procesamiento de informacion cortical en paralelo. La adquisicion de
aprendizajes asociativos necesarios para el establecimiento de las conductas mediadas por los GB
probablemente dependa de la capacidad estriatal de integrar distintos tipos de informaciéon y de la
comunicacién entre los canales corticoestriatales y ha sido propuesto que estos procesos dependerian
fuertemente de las vias dopaminérgicas mesoestriatales. Nuestra hipotesis es que la destruccion
temprana de las vias dopaminérgicas impide la integracion estriatal de la informacion proveniente de
distintas dreas corticales aumentando el grado de segregacion de los canales paralelos

corticoestriatales a lo largo de todas las etapas del desarrollo postnatal.
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RESULTADOS

Seccion I

Lesion dopaminérgica neonatal: Caracterizacion conductual y neuroquimica del modelo

experimental.

La lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas con la toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en ratas
(Shaywitz y col. 1976a; Miller y col. 1981) y en ratones (Avale y col. 2004a) produce un fenotipo
hiperlocomotor que se expresa durante la infancia y revierte espontaneamente en la adultez. En
general, ha sido reportado que el grado de disminucion dopaminérgica necesario para la expresion de
este fenotipo debe ser entre el 80 y 90% ya que se cree que lesiones mas severas inducen acinesia
mientras que lesiones mas moderadas son superadas por mecanismos compensatorios (Miller y col.
1981; Avale y col. 2004a). Implementamos la lesion dopaminérgica neonatal en el laboratorio de
acuerdo al protocolo descripto por Avale y colaboradores (2004, métodos) en una cepa exocriada de
ratones. En nuestra experiencia, mas del 99% de las crias lesionadas sobreviven al proceso de la
cirugia hasta alcanzar la edad adulta. Evaluamos la conducta locomotora de dos grupos distintos de
ratones con lesion dopaminérgica neonatal durante la cuarta semana de vida (dias postnatal 22 a 25)
utilizando dos “campos abiertos” diferentes (Métodos) y encontramos que s6lo una porcion de los
ratones lesionados (31% y 43%) desarrollan el fenotipo hiperlocomotor, mientras que el resto presenta

niveles de locomocion similares al grupo control (Figura R.i.1).
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Figura R.i.1 Respuesta locomotora de los ratones juveniles en un ambiente novedoso (campo abierto) y efecto de la
anfetamina.

A. Respuesta locomotora en un ambiente novedoso (“campo abierto” cuadrado) al cabo de media hora de medicién en dos
grupos de ratones con lesion dopaminérgica neonatal (6-OHDA) y lesién neonatal simulada (Control) durante la cuarta semana
de vida (dia postnatal 22 a 25). Uno de los grupos fue medido en el “Campo abierto 1" de 30 cm de lado y el otro grupo en el
“Campo abierto 2" de 40 cm de lado (ver métodos). La distancia recorrida fue normalizada al valor medio de los ratones control de
cada camada. La distribucion de valores de recorrido total en el grupo control ajusté a una distribucion normal (izquierda)
mientras que la distribucién en el grupo de ratones lesionados no ajustd a una distribucién normal (Test de normalidad Kolmogo-
rov Smirnov p<0,01). Dentro del grupo de ratones lesionados, consideramos que un sujeto presentaba el fenotipo hiperlocomo-
tor si la distancia total recorrida superaba la media mas tres desvios estandar del grupo control correspondiente. Con este criterio
obtuvimos que la proporcién de animales lesionados hiperlocomotores fue de 31% y 43% (Campo abierto 1y 2 respectivamente).
El recorrido total de los animales considerados hiperlocomotores fue un 70% superior al grupo control.

B. Efecto de la anfetamina (4 mg/kg, i.p.) sobre la actividad locomotora en ratones juveniles en el “campo abierto”. Los ratones
fueron medidos en el “Campo abierto 2" durante 30 minutos libres de droga (locomocién basal) y seguidos de otros 30 minutos
luego de la administracion de la droga (efecto de la anfetamina). De acuerdo a lo esperado, encontramos que los ratones del
grupo control aumentaron significativamente la actividad locomotora (Test post-hoc de Tukey: * p<0,03), aunque moderada-
mente (35% de aumento). Contrariamente, los ratones que fueron tratados con 6-OHDA neonatalmente presentaron una
reduccion significativa en la distancia recorrida independientemente del nivel basal de actividad. De acuerdo al criterio mencio-
nado en la parte A de la figura, los ratones clasificados como no-hiperlocomotores redujeron su actividad en un 50% (Test
post-hoc de Tukey: * p<0,01) y los hiperlocomotores un 75% (Test post-hoc de Tukey: ¥ p<0,001).

Las comparaciones post-hoc fueron realizadas luego de una interaccion significativa (p<0,001) entre el factor lesion y el factor
droga de una ANOVA de dos vias con medidas repetidas. En esta figura, N=4 en cada grupo. Las barras representan la media y el
error estandar.

La lesion dopaminérgica neonatal ha sido propuesta como modelo de la condicion psiquiatrica infantil
ADHD dado que reproduce varios aspectos clave de la enfermedad en humanos (Breese y col. 2005;
van der Kooij y Glennon 2007). En particular, tanto en ratas como ratones, la hiperactividad observada
durante la infancia, puede ser revertida con la administracion de psicoestimulantes como la anfetamina
y el metilfenidato que aumentan la disponibilidad extracelular de aminas bidgenas. Esta respuesta fue
considerada por algunos autores un “efecto paradojal” de los psicoestimulantes y le confiere un valor

predictivo a la lesion neonatal como modelo de ADHD (Shaywitz y col. 1976b; van der Kooij y
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Glennon 2007). Sin embargo, no queda claro si se trata de un efecto especificamente “anti-
hiperlocomotor” o de un efecto “hipolocomotor” generalizado a la lesion neonatal. Para evaluar esta
posibilidad, estudiamos el efecto agudo de la anfetamina sobre la conducta locomotora en el campo
abierto en ratones control y lesionados que desarrollaron o no hiperlocomocion. Encontramos que los
ratones control responden a la anfetamina con un aumento significativo de la locomocion, mientras
que los ratones con lesion dopaminérgica neonatal disminuyeron la actividad locomotora
independientemente del nivel basal de actividad (Figura R.i.1), sugiriendo que la anfetamina tiene un

efecto hipolocomotor general en los ratones con destruccion de las vias dopaminérgicas.

A continuacion caracterizamos los efectos de la administracion de 6-OHDA en términos del grado de
destruccion de neuronas dopaminérgicas. Para ello, cuantificamos en secciones mesencefalicas de
ratones control y lesionados el nimero de neuronas que expresan la enzima tirosina hidroxilasa (TH),
indispensable para la biosintesis de las catecolaminas. De manera consistente con datos previos (Avale
y col. 2004a), encontramos que la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la region mesencefalica de
los ratones lesionados fue superior al 80% en la Sustancia Negra mientras que la pérdida en el Area
Tegmental Ventral fue menos marcada (entre el 30% y el 80%), especialmente en regiones mas
caudales del mesencéfalo (Figura R.i.2). Sin embargo, no encontramos diferencias estadisticas dentro

del grupo lesionado entre los ratones hiperlocomotores y no-hiperlocomotores.
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Figura R.i.2. Extension de la lesion dopaminérgica neonatal en ratones hiperlocomotores y no-hiperlocomotores a nivel
mesencefilico

A. Cuantificacion del nimero basal de neuronas mesencefalicas con marca inmunaorreactiva para la enzima tirosina hidroxilasa
(TH, ver Métodos) en ratones contral y del nimero de neuronas TH+ remanentes luego del tratamiento neonatal con 6-OHDA. La
cuantificacion de neuronas fue realizada en secciones de 40 pum de espesor en la Sustancia Negra parte compacta
derecha/izquierda (SNed/SNci) y en el Area Tegmental Ventral derecha/izquierda (ATVA/ATVI) en tres planos coronales distintos a
lo largo del eje rostrocaudal: Plano rostral, Plano Central, Plano Caudal, correspondientes aproximadamente a los planos estereo-
taxicos Bregma -3,00, -3,28 y -3,52 (Franklin y Paxinos 2001). Encontramos una pérdida significativa de neuronas TH+ tanto en la
SN como en el ATV de todos los ratones lesionados independientemente del fenotipo locomotor expresado (Test post-hoc de
Tukey p<0,001). La pérdida de neuronas TH+ en la SN fue mas intensa que en el ATV y dentro del ATV la pérdida fue mayor en
secciones rostrales que caudales. Notar que el grado de pérdida de neuronas es simétrico respecto del plano interhemisférico y
es comparable entre los ratones lesionados hiperlocomotores y no-hiperlocomotores. El andlisis estadistico indicé que solo en el
plano central del ATV la pérdida de neuronas fue mayor en el grupo no-hiperlocomotor que en el grupo hiperlocomotor (*, Test
post-hoc de Tukey p<0,05).

Los datos representan la media + el error estandard. Para cada plano estereotaxico realizamos un ANOVA de dos vias con medidas
repetidas. Las comparaciones post-hoc fueron realizadas luego de un efecto principal de la lesion significativo (p<0,001) para los
planos rostral y caudal y luego de una interaccion significativa entre la lesidn y las estructura estudiadas (p<0,04) para el plano
central.

B. En la fila superior, esquemas coronales (modificados de Franklin y Paxinos, 2001) de la regién mesencefalica ventral donde se
encuentran la Sustancia Negra parte compacta (SNc) y el Area Tegmental Ventral (ATV). En los esquemas, la estructura sombreada
de gris intenso corresponde a la regién donde contabilizamos células TH+ pertenecientes a la SN¢ y la estructura sombrada de gris
intermedio corresponde a el ATV. Las fotomicrografias de las filas inferiores corresponden a las secciones de tejido original de 3
ejemplares distintos luego de la reaccion inmunohistoquimica contra la tirosina hidroxilasa en donde se cuantificd el nimero de
células TH+. Los esquemas y las fotomicrografias corresponden, de izquierda a derecha, a los planos estereotdxicos aproximados
a Bregma -3,00; -3,28 y -3,52. Se contd en cada estructura todos los somas de células que tuvieran ntcleo y al menos un proceso.
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Las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas proyectan al prosencéfalo, especialmente al estriado
dorsal (desde de la Sustancie Negra) y el Nucleo Accumbens, pero también a la regién medial frontal
de la corteza (desde el Area Tegmental Ventral; Lammel y col. 2008). Estudiamos la pérdida de
inervacion dopaminérgica en estas regiones en los ratones lesionados mediante la medicion de la

densidad optica de secciones inmunomarcadas contra la enzima TH.

De acuerdo a lo esperado, la pérdida de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas esta acompanada de
una reducciéon masiva de marca inmunorreactiva contra la enzima TH en el prosencéfalo. Esta
disminucién sigue un gradiente consistente con la topografia de las proyecciones dopaminérgicas
mesencefalicas, con mayor pérdida en la region dorsal del Estriado que en la region del Nucleo
Accumbens y sin pérdida en la region frontal de la corteza (Figura R.i.3). Un estudio regionalizado
reveld que la pérdida de marca TH+ es ligeramente mayor en el grupo de ratones lesionados no-
hiperactivos en la region medial del estriado, sugiriendo una denervacion dopaminérgica mas severa

en este subgrupo de animales.

Ademas de la pérdida de neuronas dopaminérgicas, es sabido que el tratamiento neonatal con 6-OHDA
trae aparejadas adaptaciones neuroquimicas y moleculares en regiones del prosencéfalo (ver
Introduccion). Entre ellas, un mecanismo compensatorio ampliamente documentado es la
hiperinervacién estriatal por fibras serotoninérgicas (Davids y col. 2002). Investigamos este
mecanismo compensatorio en nuestro modelo mediante la medicion de la densidad Optica en secciones
inmunomarcadas contra el transportador de serotonina (SERT) que esta presente en los procesos de
neuronas serotoninérgicas, especialmente en los axones. Encontramos que tanto los ratones
hiperlocomotores como los no-hiperlocomotores presentan un aumento notable de la marca SERT+
(~200%) en la region dorsal del estriado, mientras que la densidad oOptica en el Nucleo Acctimbens y
en la corteza frontal es comparable a la del grupo control (Figura R.i.4). Aunque no encontramos
diferencias estadisticas (p=0,09), observamos que existe una tendencia en los ratones no-
hiperlocomotores a una mayor compensacion serotoninérgica en el estriado y Nucleo Accumbens en

comparacion con los ratones que desarrollan hiperlocomocion (Figura R.i.4).
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Figura R.i.3. Cuantificacion de la extension de la lesion dopaminérgica neonatal a nivel prosencefalico

A. Izquierda. Esquema coronal (modificado de Franklin y Paxinos, 2001) de la regién rostral del prosencéfalo de raton. En gris
oscuro estan delimitadas las regiones en donde se realizaron las mediciones de densidad 6ptica (Mot: corteza motoroa, Cg,
corteza cingular, Prl: corteza prelimbica, II: corteza infralimbica, EstM: estriado medial, EstL: estriado lateral, Core: Nucleo Accum-
bens region “core”, Shell: Ntcleo Acclimbens regién “shell”). Derecha. Fotomicrografias de secciones correspondientes al plano
esquematizado a la izquierda pertenecientes a un raton control (izquierda), lesionado hiperactivo (medio) y lesionado
no-hiperactivo (derecha). Las secciones fueron procesadas inmunohistoguimicamente para deterctar la enzima tirosina hidroxi-
lasa (TH).

B. Densidad dptica relativa (ver Métodos) en cuatro regiones estriatales de interés. Encontramos que los ratones lesionados
presentaron una pérdida de marca TH+ en el estriado mas marcada que en el Niicleo Accimbens (* p<0,05 Test post-hoc de Tukey
entre el grupo control y cada uno de los grupos lesionados). Entre los animales lesionados la pérdida de marca fue mayor en el
estriado medial del los ratones no-hiperlocomotores (# p<0,05 Test post-hoc de Tukey).

C. Densidad optica relativa en regiones corticales de la corteza frontal. La densidad de marca inmunorreactiva presenta un
gradiente creciente desde regiones dorsales a ventrales. No encontamos diferencias entre los grupos experimentales.

Los datos representan la media + error estandard. Las comparaciones post-hoc fueron realizadas luego de una interaccién
significativa entre la lesion y las estructuras estudiadas (p<0,001) en una ANOVA de dos vias con medidas repetidas.

43



A Inmunohistoquimica SERT

Lesionado Lesionado
U Control B fiperactivo A No-hiperactivo
Dorsal -
Mot
Cg
E Prl E
-c —+
L [n fesm 2
o Est -
-"l JIG;‘\\
! 2
Ventral
B Estriado C Corteza Frontal
30 30 -
+ * * +
= =
% 25 4 5 25 A
ﬂ i 20
g 20 g
o -
15 4 Q15 o
g O
o Q10 4
v
g 5- € 54
o [a)
T L) T 1 T T T 1
Estriado Estriado NAcc  NAcc
Medial Lateral Core  Shell Mot Cg  Pid I

Figura R.i.4. Mecanismos compensatorios de la lesién dopaminérgica neonatal

A. Izquierda. Igual que en la Figura R.i.3: Esquema coronal (modificado de Franklin y Paxinos, 2001) de la region rostral del prosen-
céfalo de ratdn. Derecha. Fotomicrografias de secciones correspondientes al plano esquematizado a la izquierda pertenecientes a
un ratén control (izquierda), lesionado hiperactivo (medio) y lesionado no-hiperactivo (derecha). Estas secciones coronales fueron
procesadas por inmunohistoquimica para detectar el transportador de serotonina (SERT). Seleccionamos cortes contiguos a los
utilizadas en el estudio de inervacién dopaminérgica remanente de la Figura R.i.3.

B. Densidad éptica relativa (ver Métodos) en cuatro regiones estriatales de interés. Encontramos que los ratones lesionados
presentan una marca mas intensa de SERT en la region dorsal del estriado (estriado medial y estriado dorsal) respecto del grupo
control, pero no presentan diferencias a nivel del Nicleo Accumbens (¥ p<0,05 Test post-hoc de Tukey entre el grupo control y
cada uno de los lesionados). Dentro de los animales lesionados la densidad de marca parece ser mayor a lo largo de todas las
regiones estriatales (estriado y Nucleo Accimbens) en el grupo lesioando no-hiperactivo, aunque las diferencias no son estadisti-
camente significativas (p<0,09 grupo hiperlocomotor versus no-hiperlocomotor).

C. Densidad optica relativa en regiones corticales de la corteza frontal. No encontamos diferencias entre los grupos experimen-
tales.

Los datos representan la media + error estandard. Las comparaciones post-hoc fueron realizadas luego de una interaccién
significativa entre la lesion y las estructuras estudiadas (p<0,001) en una ANOVA de dos vias con medidas repetidas
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Figura R.i.5. Mecanismos compensatorios en los ratones con lesion dopaminérgica neonatal

A. Diferencias sutiles en el balance entre la hiperinervacion compensatoria serotoninérgica y la inervacion remanente dopaminérgica
podrian explicar los fenotipos hiperlocomotor y no-hiperlocomotor observados en los ratones con lesion neonatal. Calculamos el cociente
entre la densidad optica de secciones inmunomarcadas contra el transportador SERT y contra la enzima TH en el estriado dorsal y Nicleo
Accimbens. Encontramos que la lesion dopaminérgica neonatal induce un desblanace respecto del grupo control que favorece la
inervacion estriatal serotoninérgica sobre la dopaminérgica, especialmente en la region dorsal del estriado (estriado medial y lateral, #
p<0,005 Test post-hoc de Tukey) y no tan marcada en la regién ventral de estriado (NUcleo Accimbens core y shell). Dentro de los ratones
lesionados encontramos que el desbalance en favor de la inervacion serotoninérgica es mas marcado en la region medial del estriado en
los ratones que no desarrollan hiperlocomocion (*p<0,005 Test post-hoc de Tukey). Las comparaciones post-hac fueron realizadas luego
de una interaccion significativa entre el tratamiento y la region estudiada en un ANOVA de dos vias con medidas repetidas (p<0,001).

B. Ha sido reportado que la lesion dopaminérgica en distintas especies conduce a la aparicion de células dopaminéricas intraestriatales
como resultado de un cambio compensatorio del fenotipo neuroquimico de interneuronas estriatales (Huot y Parent). En nuestro modelo
encontramos que luego de |a lesion dopaminérgica neonatal con 6-OHDA se observan neuronas que corresponderian a este tipo de
células. lzquierda. Fotomicrografias de neuronas estriatales inmunomarcadas contra la enzima tirosina hidroxilasa (TH+). Escala 10 pm.
Derecha. Conteo de células en la regién dorsal del estriado dorsolateral y en la region ventromedial del estriado (Nucleo Accimbens)
dentro de un area de 0,16 mm* en ratones lesionados hiperlocomotores y no-hiperlocomotores. La alta densidad de fibras dopaminérgicas
y la intensidad de marca inmunorreactiva TH+ en secciones estriatales de los ratones control impidid la deteccion de este tipo de células
en este grupo experimental. No encontramos diferencias significativas en el nimero de células estriatales TH+ que puedan explicar los
fenotipos hiperlocomotor y no-hiperlocomotor dentro del grupo lesionado.

Los valores representan la media * error estandard.

Esta ultima observacion sugirid que el balance entre la pérdida de inervacion dopaminérgica y la
hiperinervacion serotoninérgica podia reflejar diferencias neuroquimicas asociadas a los fenotipos
locomotores de los ratones lesionados. Para ilustrar dicho balance, estudiamos el cociente entre la
densidad optica del transportador de serotonina (DO-SERT ) y de la tirosina hidroxilasa (DO-TH) y
encontramos que los ratones que no desarrollan hiperlocomocion luego de la lesion neonatal tienen un
cociente DO-SERT:DO-TH varias veces mas elevado que los que desarrollan hiperlocomocion
(Figura R.i.5), sugiriendo que sutiles diferencias en el grado de denervacion dopaminérgica e
hiperinervacion serotoninérgica podrian conducir a los diferentes fenotipos locomotores observados.
Por ultimo, también cuantificamos el numero de neuronas TH+ estriatales que ocurre

compensatoriamente a la lesion dopaminérgica (Huot y Parent 2007) en los ratones lesionados, pero no
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encontramos diferencias significativas que expliquen las diferencias conductuales observadas (Figura

R.i.5)

En esta seccidn mostramos que la implementacion del modelo de lesion dopaminérgica neonatal
reproduce las caracteristicas principales descriptas previamente por otros autores (Avale y col. 2004a).
La administracion neonatal de 6-OHDA en ratones induce una pérdida extensa de neuronas TH+ en la
Sustancia Negra (region A9) y una pérdida menos severa en el Area Tegmental Ventral (region A10).
Esta pérdida esta acompafiada de una disminucioén severa de la inmunorreactividad para la enzima TH
en la region dorsal del estriado y una reduccion menos severa en el Nicleo Accimbens, junto con una

hiperinervacién serotoninérgica de la region dorsal del estriado

En cuanto a la conducta, reportamos que solo una parte de los ratones lesionados presentan
hiperactividad locomotora. La “efectividad” de la lesion neonatal en términos de la aparicion del
fenotipo hiperlocomotor es variable entre los distintos grupos de investigacion y las caracteristicas de
los ratones lesionados no-hiperlocomotores son raramente reportadas. En nuestra experiencia, la falta
de hiperactividad no es el resultado de una lesion incompleta ya que el grado de denervacion
dopaminérgico es comparable entre los ratones hiperlocomotores y no-hiperlocomotores. También es
importante destacar que luego de la cirugia neonatal, los ratones control y lesionados son criados
juntos con las mismas madres y que dentro de una misma camada es comun encontrar ratones
lesionados hiperlocomotores y no-hiperlocomotores, indicando que el desarrollo del fenotipo
conductual no podria deberse a diferencias en la crianza. Por el contrario, encontramos que la
administracion de 6-OHDA induce un desbalance mas marcado entre la inervacion estriatal
compensatoria de fibras serotoninérgicas y la inervacion remanente de fibras dopaminérgicas que
podria explicar el fenotipo de los ratones no-hiperlocomotores. Es interesante notar que la lesion
dopaminérgica por 6-OHDA sumada a una lesion serotoninérgica posterior agrava la hiperactividad en

ratas (Brus y col. 2004), indicando que tal vez una compensacion serotoninérgica mas intensa podria
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tener un efecto hipolocomotor mas potente que contrarrestaria la hiperlocomocion inducida por la

lesion con 6-OHDA.

Por otro lado, reportamos por primera vez que la anfetamina ejerce un efecto hipolocomotor sobre
todos los ratones con lesion dopaminérgica independientemente del nivel basal de actividad
locomotora. En este sentido, es importante destacar que la anfetamina aumenta la concentracion
extracelular de monoaminas incluyendo dopamina, pero también serotonina y noradrenalina (Rothman
y Baumann 2003) y que ha sido propuesto que los psicoestimulantes reducen la locomociéon en
animales lesionados con 6-OHDA a través de la inhibicion del transportador de serotonina y
noradrenalina (Davids y col. 2002; Russell y col. 2005). En tal sentido, la abundante hiperinervacion
serotoninérgica estriatal que ocurre en los animales lesionados tanto hiperlocomotores como no-
hiperlocomotores es consistente con el mecanismo de accidn propuesto para la hipolocomociéon
inducida por psicoestimulantes. Por otro lado, en los ratones control -cuyas vias dopaminérgicas estan
intactas- se cree que la locomocidn estd regulada normalmente por la dopamina y que el efecto
hiperlocomotor de los psicoestimulantes podria deberse a un aumento extracelular de dopamina

(Wilkinson y col. 1993).

La lesion dopaminérgica neonatal en ratas ha sido ampliamente estudiada como modelo de ADHD ya
que aporta informacion relevante acerca de los mecanismos que causan la hiperactividad (Sagvolden y
col. 2005b). El modelo careceria de validez constructiva o “etiologica”, ya que no hay evidencia de
una pérdida neuronal significativa en ADHD. Sin embargo diversas teorias abonan la idea de un estado
hipodopaminérgico en ADHD, y estudios recientes muestran una reduccion de marcadores
dopaminérgicos en pacientes (Volkow y col. 2009). Por otro lado, el modelo muestra cierta validez
fenotipica y predictiva. Ademas de la hiperactividad motora y de la respuesta atipica a los
psicoestimulantes reproducidas en nuestro modelo, es sabido que la lesién neonatal con 6-OHDA
produce déficit atencional y disminucion de la inhibicion conductual, rasgos que se encuentran en los
pacientes con ADHD (Avale y col. 2004a; Breese y col. 2005; van der Kooij y Glennon 2007) . Por lo
tanto, la aparicion del fenotipo hiperlocomotor sea tal vez sélo un resultado posible de la lesion

neonatal con 6-OHDA y otros fenotipos conductuales se expresen en ratones no-hiperlocomotores.
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Sugestivamente, los sintomas del ADHD se agrupan conformando dos o tres subtipos de la
enfermedad en la que no todos presentan hiperactividad, sino que se caracterizan de acuerdo a la

presencia de hiperactividad/impulsividad o déficit atencional (DSM-1V).

La lesion neonatal por 6-OHDA, entonces, ha sido relevante en el campo de la neurociencia para
modelar distintos aspectos del ADHD y para entender aspectos de la fisiopatologia de la enfermedad
(Castellanos y Tannock 2002), pero también es un modelo atractivo para entender aspectos mas
generales de la biologia del neuro-desarrollo (Breese y col. 2005) y el estudio de la influencia de las
vias dopaminérgicas sobre la maduracion del sistema corticoestriatal y sobre el procesamiento de
informaciéon en los Ganglios de la Base. Sin embargo, a pesar de ser un modelo ampliamente
estudiado, existen pocos estudios del funcionamiento de los circuitos involucrados (Nyakas y Van

Delft 1975; Onn y col. 1990; Luthman y col. 1993)
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Seccion I

Los animales con lesion dopaminérgica neonatal que desarrollan hiperlocomocion presentan una

disminucion en el acople temporal de la actividad eléctrica cortical y estriatal

El objetivo de este experimento fue determinar si la lesion dopaminérgica neonatal producia
alteraciones funcionales a nivel de los circuitos corticoestriatales que estuvieran asociadas al fenotipo
hiperlocomotor y no-hiperlocomotor observado luego de la lesion neonatal. Para ello seleccionamos
ratones evaluados conductualmente en el campo abierto y los dividimos en tres grupos para
electrofisiologia: animales lesionados que desarrollaron hiperlocomocion, animales lesionados que no
desarrollaron hiperlocomocion y animales control. Los experimentos electrofisiologicos los llevamos a
cabo entre 2 y 5 dias después de la evaluacion conductual (edad: 28 a 32 dias postnatal), durante un

periodo en el que esta alteracion conductuales todavia persiste (Avale y col. 2004a).

Realizamos registros electrofisioldgicos in vivo bajo anestesia con uretano. Si bien existe bastante
literatura de este tipo de registros en los ganglios de la base de ratas adultas, existen muy pocos
reportes de registros en ratones o en animales juveniles. En este sentido, encontramos que la actividad
de campo cortical (electrocorticograma) inducida por uretano en ratones control y lesionados presenta
caracteristicas semejantes a las conocidas en ratas. La actividad dominante que observamos a lo largo
de nuestros experimentos (Figura R.ii.1) es un ritmo de onda lenta (0,4-1 Hz; Steriade 2000) que
coordina oscilaciones de mayor frecuencia: ondas delta (1,5-4Hz) y "husos de suefio" (4-10 Hz), que
ocurren en la fase "activa" del electrocorticograma (Kasanetz y col. 2006). Este ritmo suele ser
interrumpido esporadicamente por eventos de "activacion" caracterizados por una disminucion en la
amplitud y un aumento de la frecuencia del electrocorticograma. Mediante el registro simultaneo de
potenciales de accion estriatales encontramos que la mayor parte de dichas neuronas tienen baja tasa
de disparo (menos de una descarga por segundo) y que el patron de descarga es fuertemente modulado

por el estado general de actividad de la corteza (Figura R.ii.1). En general estos hallazgos muestran
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que la actividad cortical y estriatal bajo anestesia en ratones juveniles es comparable a la de ratas

adultas.
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Figura R.ii.1 La actividad de campo cortical de ratones juveniles bajo anestesia con uretano presenta caracteristicas
similares a la descripta en ratas adultas.

A. Potencial de campo local registrado en la corteza (ECoG: electrocorticograma) de un ratén control juvenil anestesiado con
actividad de onda lenta. Este ritmo coordina otros de mayor frecuencia (husos y ondas delta, entre otros) que suelen observarse
en la fase “activa” del ECoG. La fase activa del ECoG coincide con la descarga de potenciales de accidn corticales (Kasanetz) y en
nuestros registros corresponde a los valores de potencial positivos. El autoespectro (linea negra) correspondiente al trazo superior
muestra el ritmo dominante de onda lenta (<1 Hz) y la presencia de ritmos de mayor frecuencia con menor potencia relativa. Estas
caracterisiticas de la actividad cortical son similares a las conocidas en ratas adultas bajo anestesia con uretano. La linea gris
corresponde al 95% de intervalo de confianza de la estimacion del autoespectro.

B. El patrén de actividad cortical inducido por uretano en los ratones juveniles es semejante entre los tres grupos experimentales.
Las onditas de la parte superior de la figura esquematizan las ondas utilzadas en la descomposicién wavelet (ver Métodos) que
retienen los componentes frecuenciales del ECoG que serdn estudiados en esta tesis (ondas lenta, ondas delta y husos).

C. La actividad cortical con ritmo de onda lenta puede verse interrumpida esporadicamente por eventos de activacion de varios
segundos de duracién y que se caracterizan por una disminucion de la amplitud y un aumento de la frecuencia del ECoG. En el
trazado de esta figura se observa en el registro simultdneo de los potenciales de accidén extracelulares (PA) estriatales que el
patrén y el nivel de actividad de las neuronas estriatales es fuertemente modulado por los ritmos corticales. En este caso, las
neuronas registradas presentaban una tasa de descarga baja y un patrén de actividad “fasico” durante el ritmo de onda lenta
cortical que cambia concomitantemente con la activacion cortical aumentando la tasa de descarga y descargando de manera
“ténica”.
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A continuacion, decidimos cuantificar la modulacion cortical sobre la actividad estriatal estudiando el
enganche de fase de las descargas de potenciales de accion estriatales con los ritmos corticales
espontaneos (Métodos). Como mencionamos anteriormente, en roedores anestesiados, la actividad de
la corteza presenta oscilaciones de baja frecuencia que coordinan ondas de mayor frecuencia. Este
patrén de actividad se asemeja al observado durante la fase de "onda lenta" del suefio natural (Steriade
2000; Mahon y col. 2006) y por lo tanto nos proporciona una seiial biolégica con caracteristicas
fisiologicas para estudiar el acople funcional cértico-estriatal. Cabe mencionar en este punto que
existié una vision segun la cual las fluctuaciones espontaneas de la actividad del cerebro durante el
reposo (es decir, en ausencia de estimulos sensoriales) eran consideradas ruido que no conllevaba
ningun tipo de informacién. Sin embargo, actualmente se piensa que la actividad espontanea del
cerebro durante la vigilia y el suefio es parte importante de distintos procesos cerebrales, como por
ejemplo el replay y la consolidacion de memorias durante el suefio, y que la conectividad funcional de
la red en su estado de reposo refleja su historia de activacion e influye sobre la respuesta al entorno

(Huber y col. 2004; Raichle 2006; Destexhe y col. 2007) .

Para estudiar separadamente el enganche de fase cortico-estriatal a distintas frecuencias de interés
seleccionamos tramos de sefial con actividad de onda lenta cortical, y descompusimos el
electrocorticograma en tres bandas que retuvieran la actividad de onda lenta, las ondas delta y los
husos de sueio (banda 1, 2 y 3 respectivamente; Cuadro M.2, Métodos). De manera similar a lo que
sucede en ratas adultas, la actividad de las neuronas estriatales estd fuertemente modulada por los
ritmos corticales (Figura R.ii.2). Esta modulacion se refleja en un enganche de fase significativo
(Cuadro M.1, Métodos: Enganche de fase) con la banda I para la mayoria (95%) de las neuronas
estriatales tanto en los ratones control, como los que habian recibido lesion con 6-OHDA (Figura
R.ii.3). Este resultado no resulta muy sorprendente si tenemos en cuenta que la entrada excitatoria
cortical de onda lenta comanda la transicion del estado "down" hacia el estado "up" de las NEMs
(Figura R.ii.2, Kasanetz y col. 2006) y que estas neuronas son capaces de disparar potenciales de

accion unicamente en este estado (Wilson y Groves 1981; Wilson 1993).
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Figura R.ii.2 La mayor parte de las neuronas estriatales estan fuertemente moduladas por los ritmos de onda lenta
corticales,

A. Los trazos superiores en negro corresponden a registros simultdneos de la actividad multiunitaria extracelular estriatal
(potenciales de accion) y de la actividad de campo local cortical (electrocorticograma, ECoG) en un ratdn anestesiado juvenil. La
senal estriatal multiunitaria fue registrada con un multielectrodo y procesada con un algoritmo de clasificacion (wave clus,
Métodos) y se rescataron los potenciales de accién provenientes de dos unidades distintas. En gris, la misma senal multiunitaria
de los trazos superiores con los trenes de espigas superpuestos (palitos negros) correspondientes a las unidades clasificadas con
el wave clus. De acuerdo a la forma de onda de las espigas y el patrén de descarga, las unidades clasificadas corresponden
probablemente a una Neurona Espinosa Mediana (NEM) y una Neurona Ténicamente Activa (NTA). Notar que la NTA descarga a lo
largo de todas las fases de la onda lenta del ECoG mientras que la actividad de la NEM parece estar modulada mas fuertemente
por el ritmo de onda lenta cortical y descarga solo durante la fase activa del ECoG. A la izquierda se puede apreciar que el prome-
dio del ECoG evocado por las espigas de la NEM (promedio: linea negra continua; desvio estandar: lineas negras punteadas)
recupera un ciclo de onda lenta, mientras que el promedio evocado por las espigas de la NTA es plano, indicando que los
potenciales de accién de esta unidad ocurren sin una preferencia marcada por alguna fase de la onda lenta. Sélo un pequeno
porcentaje (1 %) de las neuronas registradas para los experimentos de esta tesis presentaron patrones de descarga y espigas con
formas de onda compatibles con NTA. El resto de las neuronas registradas presentaron patrones de descarga fuertemente
modulados por la onda lenta cortical.

B. Los trazos inferiores corresponden al registro simultdneo del potencial de membrana de una NEM y del ECoG en un ratén
anestesiado. La actividad subumbral de la NEM esta fuertemente comandada por las oscilaciones de onda lenta corticales,
resultando en la alternancia entre dos estados caracteristicos de este tipo de neuronas: un estado muy hiperpolarizado llamado
down y otro mas despolarizado llamado up. Las NEMs s6lo descargan potenciales de accidn en el estado up. (Wilson, Kasanetz)
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Entonces, este resultado sugiere que en los ratones juveniles el conexionado grosero corticoestriatal es
funcionalmente activo, que probablemente los estados up y down de las NEMs ya son maduros hacia
la cuarta semana de vida (Tepper y col. 1998), y que el desarrollo de estos estados ocurre

independientemente de la integridad del sistema dopaminérgico nigroestriatal.

Dado que las NEMs solo disparan potenciales de accion durante el estado up, las despolarizaciones en
meseta del potencial de membrana registradas intracelularmente son interpretadas como eventos
habilitadores del procesamiento de informacion cortical (O'Donnell y col. 1999). Por otro lado, las
vias dopaminérgicas podrian controlar la precision temporal con que las neuronas estriatales descargan
potenciales de accion dentro de cada estado up (Rolls y col. 1984; DeFrance y col. 1985). Por lo tanto,
decidimos estudiar si la disponibilidad de dopamina durante el desarrollo postnatal puede afectar la
capacidad de las neuronas estriatales de reconocer ritmos corticales de mayor frecuencia (bandas 2 'y
3) y encontramos que la lesion dopaminérgica neonatal reduce selectivamente el enganche de fase en
comparaciéon con los ratones del grupo control s6lo en aquellos ratones que habian desarrollado
hiperlocomocion. Contrariamente, el grado de enganche de fase en el grupo de ratones lesionados que
no desarrollaron fenotipo hiperlocomotor es indistinguible del grupo control (Figura R.ii.3). Este
resultado sugiere que la lesion dopaminérgica asociada a la aparicion de un fenotipo hiperlocomotor
induce un fenotipo electrofisiologico de conectividad corticoestriatal propio caracterizado por un

control cortical menos estricto sobre la temporalidad de la descarga de las neuronas estriatales.

53
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Figura R.ii.3 La lesion dopaminérgica neonatal disminuye el enganche de fase corticoestriatal a ritmos de 2a 10 Hzen los
ratones juveniles lesionados hiperlocomotores.

Realizamos registros electrofisiolégicos bajo anestesia en ratones juveniles control, lesionados hiperactivos y lesionados
no-hiperactivos. Registramos simultineamente 12 sitios estriatales utilizando un multielectrodo implantado en la regién
dorsolateral del estriado junto con el ECoG de la corteza frontal. La sefial estriatal registrada fue procesada con un algoritmo de
clasificacién (wave clus) para extraer las espigas de las unidades estriatales. Los trenes de potenciales de accion fueron utilizados
para el estudio del enganche de fase corticoestriatal (Métodos). Analizamos separadamente la dispersién circular y el estadistico
p de Rayleigh para las bandas 1 2 y 3 del ECoG.

A. Encontramos que el p de Rayleigh para la banda 1 fue menor a 0,01 para la mayoria de las neuronas estriatales sugiriendo un
enganche de fase cérticoestriatal significativo con los ritmos corticales de onda lenta y comparable entre los tres grupos
experimentales. Sin embargo, al estudiar ritmos de mayor frecuencia (banda 2 y 3), encontramos que los ratones con lesién
dopaminérgica neonatal hiperactivos (barra roja) mostraron valores de p de Rayleigh significativamente mas elevados que los
ratones control (# p<0,05 Test post-hoc de Tukey), sugiriendo que el enganche de fase en este grupo estéd disminuido. El grupo de
ratones lesionados no-hiperactivos presentd valores de p de Rayleigh similares a los del grupo control.

B. De manera similar a lo que ocurrié con el p de Rayleigh, la dispersién circular para la banda 1 fue comparable entre los tres
grupos experimentales. Al estudiar rangos frecuenciales mas altos, encontramos que la dispersion de fases del grupo de ratones
lesionados hiperactivos era significativamente mayor que la del grupo control (# p<0,05 Test post-hoc de Tukey). También
encontramos que la dispersién de fases en la banda 3 (4 a 10 Hz) fue significativamente mayor en comparacion con los ratones
lesionados no-hiperactivos (*p<0,05 Test post-hoc de Tukey).

Debido al disefio experimental, los resultados de esta figura fueron analizados estadisticamente junto con los resultados de la
Figura R.ii.4 mediante un ANOVA de medidas repetidas. Ver detalles en Figura R.ii.4. Las barras representan la media £ error
estandar.
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Siguiendo con este razonamiento, nos planteamos que si demostraramos que un tratamiento que
revierte la conducta hiperlocomotora es capaz de reforzar el control cortical sobre las descargas
estriatales, se reforzaria la idea de que ambos fenotipos estdn relacionados. Como mencionamos
anteriormente (Seccion I), la anfetamina tiene un efecto hipolocomotor atipico en roedores con lesion
dopaminérgica neonatal (Shaywitz y col. 1976a; Avale y col. 2004a). Ademas, el tratamiento
farmacologico mas difundido en pacientes con ADHD son los psicoestimulantes (anfetamina y
metilfenidato) cuyo efecto terapéutico actuaria mejorando la regulacion corticoestriatal de la atencion
y la conducta (Volkow y col. 2005; Arnsten 2006). Por ello estudiamos si la anfetamina era capaz de

revertir selectivamente el fenotipo electrofisiologico hallado en los animales hiperlocomotores.

El resultado de este experimento reveld que la anfetamina no afecta el enganche de fase
corticoestriatal en la banda de baja frecuencia que comanda los estados up y down en ninguno de los
grupos experimentales. Sin embargo, el enganche de fase para los ritmos corticales de mayor
frecuencia (bandas 2 y 3) que se encontraba disminuido en el grupo de ratones hiperlocomotores
aument6 significativamente luego de la administracion de anfetamina. Este efecto es especifico para
este grupo, ya que los ratones control y lesionados no-hiperlocomotores mostraron niveles de
enganche de fase comparables al registrado durante el periodo de base pre-anfetamina (Figura R.ii.4).
Como consecuencia de esto, bajo los efectos de la anfetamina, los tres grupos animales presentan

un perfil de conectividad cérticoestriatal similar.
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Figura R.ii.4 La anfetamina potencia el enganche de fase en los ratones lesionados hiperlocomotores eliminando las diferencias
con los ratones control y lesionados no-hiperlocomotores

A. Senal electrofisioldgica registrada en un ratdn juvenil con lesion neonatal hiperlocomotor. lzquierda. Registro simultaneo del electro-
corticograma (ECoG) y de los potenciales de accion estriatales multiunitarios (PA) registrados en uno de los 12 canales del multielectrodo
antes de la administracién de anfetamina. Derecha. El mismo sitio de registro estriatal luego de la administracién de anfetamina. Los
potenciales de accion estriatales fueron procesados con el algoritmo de clasificacion wave clus. Las formas de onda de las espigas
corresponden a una de las unidades rescatadas con este método; la misma unidad se rescaté antes (izquierda) y después (derecha) de la
droga. El tren de potenciales de accion correspondiente a dicha unidad (trazado negro) esta superpuesto sobre la serial cruda (trazado
gris)

B. Estudio de enganche de fase cérticoestriatal para la sefial mostrada en A. La fila superior corresponde al promedio evocado por espigas
(PEE) de las bandas del ECoG filtradas por el método wavelet. No se observan cambios cualitativos en el PEE para la banda 1 como
consecuencia de la anfetamina (4 mg/kg, i.p.). Por otro lado, el PEE durante la actividad de base (izquierda) para las bandas de mayor
frecuencia (bandas 2 y 3) no recupera una actividad oscilatoria muy marcada, sugiriendo que las espigas de esta neurona ocurren en
cualquier fase de la onda. Sin embargo, bajo los efectos de la anfetamina el PEE de las bandas 2 y 3 recupera una actividad oscilatoria mas
marcada, indicando que los potenciales de accion ocurren preferencialmente en una fase especifica de las ondas corticales de estos
rangos frecuenciales (1,5 a4 Hz y 4 a 10 Hz). La fila inferior corresponde al estudio cuantitativo del enganche de fase mediante técnicas de
estadistica circular (Siapas, Fisher). Bajo los efectos de la anfetamina el histograma circular para las bandas 2 y 3 se hace menos disperso
(6, dispersion circular) y la probabilidad de que la distribucién de fases de esta neurona sea uniforme disminuye (p, p de Rayleigh),
indicando un mayor enganche de fase (ver Métodos).

C y D. Estudio poblacional del efecto de la anfetamina sobre enganche de fase cérticoestriatal en ratones control, lesionados hiperloco-
motores y no-hipetlocomotores. Bajo los efectos de la anfetamina (Anf), el p de Rayleigh (C) y la dispersion circular (D) disminuye sélo en
el grupo de los ratones lesionados que desarrollan hiperlocomocidn, indicando un aumento del enganche de fase para las bandas 2y 3 (#
p<0,05 Test post-hoc de Tukey para el grupo lesionade hiperactivo). No se registran cambios para la banda 1. Ademas de aumentar el
enganche de fase, bajo los efectos de la anfetamina desaparecen las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales. La
anfetamina no produce cambios en el enganche de fase de las neuronas de los ratones control o lesionados no-hiperlocomotores. Los
resultados del periodo de base de este experimento fueron detallados en la Figura R.ii.3.

Los valores representan la media + error estandar. El analisis estadistico fue realizado para cada banda frecuencial con ANOVAs de dos vias
de medidas repetidas. Las comparaciones post-hoc fueron llevadas a cabo luego de interacciones significativas entre el tratamiento
farmacolagico y el grupo experimental (p<0,05).
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Es importante destacar que la anfetamina puede tener efectos sobre la actividad de base cortical y la
tasa de descarga de las neuronas estriatales (Rebec 2006). Cada neurona estriatal recibe entradas
excitatorias provenientes de miles de neuronas corticales (Zheng y Wilson 2002) y es sabido que el
disparo de potenciales de accion estriatales solo ocurre frente a la entrada de estimulos corticales
altamente sincronizados (Wilson 1993; O'Donnell y Grace 1995; Charpier y col. 1999) (Kasanetz y
col. 2006). Por lo tanto, un aumento de la sincronizacion cortical debido a un aumento de la
conectividad cortico-cortical podria resultar en un aumento de la conectividad cortico-estriatal. De
hecho, se ha observado que la transmision noradrenérgica aumenta la conectividad local en la corteza
frontal (Wang y col. 2007), y la anfetamina aumenta la liberacion de noradrenalina en la corteza
cerebral (Ryan y col. 1985; Geranton y col. 2003) . Estudiamos entonces el efecto de la anfetamina
sobre la potencia espectral relativa de las bandas 1 2y 3 del electrocorticograma. Dado que las sefales
analizadas partian de tramos con actividad de onda lenta, encontramos que la potencia de la banda 1
era comparable entre los tres grupos estudiados antes y después de la administracion de anfetamina.
Notablemente, encontramos que para los segmentos de sefial analizados, la potencia de las bandas de
mayor frecuencia también eran comparables entre los tres grupos antes y después de la anfetamina
(Figura R.ii.5). Entonces, nuestros resultados probablemente reflejan cambios corticoestriatales

mas que intracorticales.

Por otro lado, variaciones en el numero de espigas analizadas pueden afectar los resultados del estudio
de enganche de fase (Fisher 1993; Siapas y col. 2005). Tanto la lesion neonatal, como la
administracion de anfetamina podrian haber afectado este parametro fisioldgico. Sin embargo,
verificamos que para los segmentos de sefial analizados, la anfetamina no produjo cambios
significativos en la descarga de las neuronas estriatales (Figura R.ii.5), fortaleciendo los resultados
obtenidos para el enganche de fase. Notablemente, la tasa de descarga de las neuronas estriatales
durante la actividad de base es similar en los tres grupos experimentales (Figura R.ii.5) sugiriendo
que ni las alteraciones en el enganche de fase ni la hiperlocomocion inducida por la lesién
dopaminérgica neonatal podrian deberse a cambios en la frecuencia de disparo de las neuronas

estriatales (Luthman y col. 1993)
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Figura R.ii.5 Los resultados del estudio de enganche de fase no responden a diferencias entre la potencia relativa del
autoespectro de cada banda o la tasa de descarga de las neuronas estriatales

A. Tasa de descarga promedio de las neuronas registradas antes (Base) y después (Anf) de la administracion de anfetamina. No
encontramos diferencias estadisticas entre la tasa de descarga de las neuronas estriatales de ratones control y lesionados.
Ademas, la anfetamina no produjo cambios en la tasa de descarga de las neuronas.

B. Potencia relativa del autoespectro de las bandas 1, 2 y 3 del ECoG antes (Base) y después (Anf) de la administracion de
anfetamina. No encontramos diferencias estadisticas en la potencia relativa del autoespectro entre los grupos experimentales o
como resultado de la droga.

Los valores representan la media + error estandar. El analisis estadistico fue realizado con ANOVAs de dos vias utilizando el factor
droga como medida repetida. Todos los efectos principales del ANOVA fueron no significativos (p>0,05).

En esta seccion mostramos que los ratones con lesion dopaminérgica neonatal que desarrollan un
fenotipo hiperlocomotor presentan una disminucion en la sincronizacion corticoestriatal, evidenciado
por un enganche de fase menos estricto para oscilaciones corticales en el rango de 2 a 10 Hz. Esta
alteracion, parece estar asociada especificamente con la aparicion de la hiperlocomocion, ya que los
ratones lesionados que no desarrollan este fenotipo presentan los mismos niveles de enganche de fase
que los ratones control para el mismo rango de frecuencias corticales. Mas aun, la administracion de
anfetamina en dosis que tienen efecto "anti-hiperlocomotor" actia sobre la conectividad
corticoestriatal aumentando el enganche de fase en el grupo de ratones hiperactivos asemejandola al
grupo control. Es interesante notar que este efecto farmacologico es especifico de la condicion
hiperlocomotora, ya que la dosis de anfetamina administrada no produjo cambios en el enganche de

fase para ninguna de las frecuencias estudiadas en los ratones control o lesionados NO
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hiperactivos. En conjunto, estos resultados apuntan a que las alteraciones de conectividad funcional
corticoestriatal pueden ser un endofenotipo de la hiperactividad inducida por la lesion dopaminérgica

neonatal.

Es destacable que al intentar correlacionar los resultados conductuales y electrofisiologicos surge que
bajo los efectos de la anfetamina los niveles de locomocion no pueden predecirse a partir del enganche
de fase corticoestrial en todos los grupos. Por ejemplo, en los ratones control la anfetamina tiene un
efecto hiperlocomotor que no esta acompafiado de una disminucién del enganche de fase
corticoestriatal. Podria ser que en animales normales el efecto hiperlocomotor de la anfetamina
dependa de acciones en otros circuitos, de hecho, la accion hiperlocomotora de los psicoestimulantes
se atribuye comunmente a la liberacion de dopamina en el nicleo accumbens (Wilkinson y col. 1993;
Sills y col. 1999). Este resultado plantea la posibilidad de que el efecto agudo conductual y
electrofisiologico de la anfetamina ocurra por procesos paralelos diferentes en los animales control y
lesionados. Una posibilidad es que, en condiciones normales de inervacion del estriado dorsal exista
suficiente dopamina endogena como para sostener un elevado enganche de fase corticoestriatal que
ocluye la posibilidad de observar un efecto de la anfetamina. La inervacion dopaminergica es menos
densa en el Nucleo Accumbens, y de hecho, es sabido que la anfetamina produce efectos relativos
mayores en el Nucleo Acciimbens que en el estriado dorsal en condiciones normales (Drevets y col.
2001). Entonces, la lesion podria revelar efectos inesperados de la anfetamina sobre la actividad del
estriado dorsal y la conducta. Dado que en los animales lesionados la densidad de fibras TH+
remanentes en la zona de registro es muy escasa y existe una hiperinervacion serotoninérgica
compensatoria, nos inclinamos a pensar que los efectos agudos de la anfetamina pueden involucrar

otras monoaminas ademas de la dopamina.

Una consideracion final a tener en presente es que el estado general de vigilia en el que se realizaron
los registros electrofisiologicos y la evaluacion conductual locomotora son sustancialmente diferentes
y que no se puede descartar que existan interacciones entre las condiciones de registro y el estado
conductual de los animales. Tampoco podemos descartar la existencia de otros patrones de enganche

de fase para ritmos corticales de mayor frecuencia (ritmos beta o gamma) que podrian dar cuenta de
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las diferencias observadas entre los grupos experimentales y el tratamiento farmacologico, ya que
estos ritmos son dificiles de estudiar en las condiciones experimentales planteadas. Sin embargo, los
estados up cortico-talamicos que ocurren durante la fase activa de la onda lenta en el suefio natural y
bajo anestesia presentan propiedades electrofisiologicas y dinamicas equivalentes al estado de vigilia
(Destexhe y col. 2007) y existe una extensa literatura que indica que la conectividad funcional de
circuitos en estado de reposo condiciona las respuestas conductuales al entorno y correlaciona con

déficit conductuales diversos (Broyd y col. 2009).
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Seccion 111

Algunas alteraciones funcionales de los animales que desarrollaron hiperlocomocion en la
infancia revierten espontineamente en el pasaje hacia la adultez, sugiriendo un retraso en la

maduracion de las funciones reguladas por los circuitos corticoestriatales

Una caracteristica notable del modelo de lesion dopaminérgica neonatal es que la hiperactividad
locomotora observada durante la infancia de los roedores revierte espontaneamente en el pasaje hacia
la adultez (Avale y col. 2004a). Notablemente, entre la infancia y la adolescencia ocurren cambios
neuroquimicos en los receptores para la dopamina (Introduccion) y la lesion dopaminérgica neonatal
induce fuertes adaptaciones moleculares en estructuras prosencefalicas que podrian actuar
compensatoriamente revirtiendo el fenotipo conductual observado. Nuestra hipotesis es que durante el
desarrollo postnatal la dopamina cumple un rol que facilita la maduracion funcional del sistema
corticoestriatal y de los comportamientos mediados por dichos circuitos y que por lo tanto la lesion
dopaminérgica neonatal retrasa este proceso. Para evaluar esta hipotesis estudiamos un grupo de
ratones en el campo abierto durante la cuarta semana de vida y seleccionamos un subgrupo de ratones
lesionados hiperactivos y control para realizar registros electrofisioldgicos durante la infancia (dias
postnatal 28 a 32). El resto de los animales hiperactivos y control fueron re-evaluados
conductualmente después de la adolescencia (semana postnatal 11) y utilizados para electrofisiologia

en las semanas siguientes (semanas postnatal 12 a 15).

De acuerdo a lo esperado, encontramos que en nuestras condiciones experimentales el fenotipo
hiperlocomotor solo se expresa durante la infancia y que revierte espontaneamente en la adultez
(Figura R.iii.1, Avale 2004). Siguiendo un razonamiento similar al expuesto en la Seccion I, si la
hiperactividad inducida por la lesion dopaminérgica neonatal esta asociada a un deterioro en el control
temporal de la descarga estriatal, seria esperable encontrar que la reversion madurativa del fenotipo
hiperlocomotor estuviera acompafiada de una reversion del fenotipo electrofisioldgico. Por otro lado,

ha sido propuesto que las oscilaciones corticales cumplirian un rol en el refinamiento del "cableado"
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de los circuitos neurales durante el desarrollo postnatal (Penn y Shatz 1999) y por lo tanto seria
razonable pensar que el acople estriatal a los ritmos corticales durante el desarrollo postnatal madure.
Sin embargo, no hay en la actualidad reportes que hayan estudiado si la conectividad funcional
corticoestriatal presenta cambios madurativos durante el desarrollo postnatal ni tampoco la influencia

de las vias dopaminérgicas sobre este proceso.

A o Grupo Lesionado Figura R.iii.1. La hiperactividad locomotora inducida por la
O Gru Po Control lesion dopaminérgica neonatal revierte espontaneamente en la
90 # adultez.

é 80 Doce ratones de un total de 38 lesionados neonatalmente con
% 70 - N.S. 6-OHDA presentaron el fenotipo hiperlocomotor durante la infancia
= 60 A _— (evaluados entre el dia 22 y 26 postnatal). En promedio, la distancia
8 50 - recorrida en el “Campo abierto” al cabo de 30 minutos fue un 70%
i i mds larga que en los controles (# p<0,001, Test de t, =7,211). Seis
.8 40 ratones lesionados hiperactivos y seis control fueron utilizados para
% 30 1 experimentos electrofisiolégicos entre el dia postnatal 28 y 32. Los
20020 1 seis ratones hiperactivos y los 8 control restantes fueron
a 10 - re-evaluados en el “campo abierto” durante la semana postnatal 11.
] N=14 N=8 Las diferencias locomotoras observadas durante la infancia no se
R ! observaron en la adultez. Las barras representan la media + error
atones Ratones estandar; los numeros la cantidad de ratones evaluados conductual-

Juveniles Adultos mente en cada grupo.

Para evaluar este objetivo, estudiamos el enganche de fase corticoestriatal para las bandas
frecuenciales descriptas previamente (Seccion Il y Métodos). Los hallazgos previos relativos al
enganche de fase fueron replicados en un grupo independiente de animales y con una técnica de
registro diferente (Métodos): el control cortical sobre la temporalidad de las descargas estriatales
aparece deteriorado en los animales juveniles hiperactivos para el rango frecuencial de 2 a 10 Hz
(Seccion II) mientras que el enganche a ritmos de onda lenta es comparable al de los animales control
(Figura R.iii.2). Mas atn, el enganche de las neuronas estriatales con la banda 1 del
electrocorticograma fue similar tanto en los animales juveniles como en los adultos reforzando la idea

de que los estados up y down estriatales ya estan "maduros" hacia la cuarta semana de vida (Tepper y

col. 1998).

62



El estudio de ritmos corticales de frecuencias mas altas (bandas 2 y 3) demostroé que tanto en animales
lesionados como control el enganche de fase aumenta significativamente en la adultez, sugiriendo que
existe un refinamiento del control cortical sobre las descargas estriatales dependiente del
desarrollo. Mas atn, las diferencias entre el grupo lesionado y control pierden significacion
estadistica en la adultez, en paralelo a la reversion del fenotipo conductual en los ratones del grupo
hiperactivo (Figura R.iii.2). Es importante destacar que el aumento de enganche de fase durante el
desarrollo en los animales lesionados no podria ser explicado por aumento en la disponibilidad de
dopamina en los animales adultos lesionados ya que la disminucion de los niveles de dopamina
estriatal en animales lesionados y la disminucion de fibras dopaminérgicas en el estriado se mantienen
hasta la adultez (ver figura en Métodos; Avale 2004), sugiriendo un rol en este proceso para
mecanismos compensatorios. Ademas, al igual que los resultados de la seccion previa, los presentes no
pueden ser explicados por cambios en la actividad de campo cortical o del nimero de espigas
utilizadas para el andlisis en cada grupo (Figura R.iii.2). Por lo tanto, estos resultados sugieren que el
control que ejerce la corteza sobre la temporalidad de la descarga estriatal presenta un retraso
madurativo como consecuencia de la lesion dopaminérgica neonatal y refuerzan la idea de que la
hiperactividad inducida por la lesion dopaminérgica neonatal estd asociada a una disminucion del

control cortical sobre las descargas estriatales.
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Figura R.iii.2 El enganche de fase cérticoestriatal aumenta durante el desarrollo postnatal independientemente de la integridad
de las vias dopaminérgicas.

Ay B. Estudio poblacional del enganche de fase en la infancia y adultez en ratones control y ratones lesionados hiperactivos. El enganche
de fase de las neuronas estriatales con la actividad de onda lenta cortical (banda 1) no cambia con la maduracion y al igual que lo
reportado en la seccion anterior, no presenta diferencias entre los ratones control y lesionados. Respecto de ritmos corticales de mayor
frecuencia (bandas 2 y 3) el enganche de fase aumenta tanto en los ratones control como los lesionados hiperactivos (ver detalles estadis-
ticos al final del pie de la figura). En la adultez, las diferencias estadisticas entre los ratones control y lesionados del enganche de fase para
estas bandas desaparece.

Es importante destacar que en estos experimentos llevados a cabo en un grupo independiente de animales y medidos con otro tipo de
electrodos (Métodos) replicamos los resultados reportados en la seccion anterior segun los cuales los ratones lesionados con hiperactivi-
dad locomotora presentan un enganche de fase deteriorado durante la infancia. Este deterioro desaparece en la adultez, junto con la
pérdida espontanea de hiperlocomocion (Figura R.ii.1).

C. Potencia relativa del autoespectro de las bandas 1, 2 y 3 utilizadas para el estudio de enganche de fase de los grupos control y lesionado
juveniles (Juv) y adultos (Adu). No encontramos diferencias estadisticas entre la potencia de las bandas estudiadas del ECoG entre los
distintos grupos experimentales, reforzando la idea de que los cambios en el enganche de fase se deben a cambios corticoestriatales y no
cambios corticales.

Los valores representan la media + error estandar. Debdio al diseno experimental, realizamos el analisis estadistico con un ANOVA de tres
vias independiente para el p de Rayleigh y la dispersion circular, con un factor de medidas repetidas (bandas) y dos factores independi-
entes (lesidn y edad). Obtuvimos efectos principales de la edad (p<0,001) con interacciones significativas entre banda y edad. Por lo tanto
computamos el efecto simple de la edad (independizédndonos de la lesidn) y encontramos que las distribuciones de la banda 2 y 3 eran
mas concentradas en los animales adultos que en los juveniles (* p<0,01 Test post-hoc de Tukey). Por otro lado, la interaccion significativa
entre lesion por banda responde a diferencias significativas entre el grupo lesionado y control durante la infancia para las bandas 2 y 3 (#
p<0,01 Test post-hoc de Tukey). El numero de neuronas incluidas en este estudio fue 53 y 49 para los ratones juveniles (control y
lesionado); 20 y 30 para los ratones adultos (control y lesionado). El nimero de espigas utilizado para el estudio fue equivalente en los
cuatro grupos (194,7 + 23,1)
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Los roedores con lesion nigroestriatal neonatal pueden mostrar alteraciones conductuales distintas de
la hiperlocomocion que persisten en la adultez como déficit en la inhibicién conductual y de
aprendizajes insturmentales (Avale y col. 2004a; Nemirovsky y col. 2009) . Por otro lado es sabido
que la actividad espontanea de neuronas estriatales en roedores aumenta marcadamente durante las
primeras tres semanas de vida alcanzando valores relativamente elevados (Napier y col. 1985; Tepper
y col. 1998). Es razonable pensar que esta actividad posteriormente decae como resultado de la
maduracion, ya que una caracteristica conocida de las NEMs adultas es que presentan una tasa de
descarga espontdnea muy baja (Kasanetz y col. 2002). Sin embargo, practicamente no existen reportes
que hayan estudiado los cambios en la actividad espontanea estriatal de roedores en el pasaje de la
infancia a la adultez, y solo dos reportes de nuestro conocimiento han estudiado los efectos de la
denervacion dopaminérgica temprana sobre la actividad de las neuronas estriatales y sus resultados son
contradictorios (Onn y col. 1990; Luthman y col. 1993). Por ello, investigamos si otros parametros
electrofisiologicos de la actividad estriatal espontdnea presentaban cambios como consecuencia de la

lesion dopaminérgica neonatal o debido a la maduracion postnatal.

En primer lugar, estudiamos los cambios de la actividad de neuronas estriatales individuales
computando la tasa de descarga de potenciales de accion. Encontramos que la tasa de descarga
estriatal en el grupo control durante la actividad de onda lenta es relativamente baja en ratones
juveniles (en promedio menos de 1 descarga por segundo) con niveles de actividad comparables a los
ratones adultos (Figura R.iii.3). Esto sugiere que la tasa de descarga de las neuronas estriatales es
un parametro fisiolégico que ya se encuentra maduro hacia la cuarta semana de
vida. Consistentemente con los resultados obtenidos en la seccion II y lo reportado por Luthman
tampoco encontramos cambios en la tasa de descarga estriatal inducidos por la lesion dopaminérgica
neonatal en animales juveniles o adultos, reforzando la idea de que las alteraciones conductuales

observadas no serian explicables por cambios en la tasa de disparo de las neuronas estriatales.
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Dado que la mayoria de neuronas estriatales descargan rafagas de potenciales de accion durante los
ciclos de onda lenta y que su tasa de descarga es muy baja, en vez de concentrarnos en neuronas
individuales decidimos estudiar si la actividad global del estriado muestra cambios madurativos
durante el desarrollo postnatal. Para ello realizamos un mapeo sistematico de la actividad estriatal y
computamos la densidad de sitios estriatales espontaneamente activos (Métodos) y encontramos que la
cantidad de neuronas activas de los ratones juveniles control es inusualmente elevada y
significativamente superior al nivel de actividad de ratones adultos (Figura R.iii.3). En la misma
direccion de este resultado encontramos que la proporcion de sitios con multiples unidades activas
(conglomerados de neuronas) respecto de los sitios con unidades unicas aisladas (Métodos) también es
elevada en la infancia y disminuye ostensiblemente en el pasaje hacia la adultez (Figura R.iii.3).
Ambos resultados muestran que la actividad estriatal espontanea global disminuye sustancialmente
durante el desarrollo normal y plantean la posibilidad de que durante el desarrollo postnatal la
actividad estriatal sea refinada por procesos madurativos. Al estudiar el efecto de la lesion
dopaminérgica neonatal sobre la actividad global estriatal encontramos que de manera similar con lo
que ocurre en los animales control, la actividad espontdnea estriatal medida como densidad de sitios
activos (Figura R.iii.3) o proporcion de sitios con unidades multiples (Figura R.iii.3) decae a lo largo
del desarrollo. De la comparacion con el grupo control, surge que la actividad espontanea es semejante
entre ambos grupos durante la infancia, pero el decremento ontogenético de la actividad espontanea es
menos marcado en los ratones lesionados ya que la densidad de sitios activos se mantiene elevada en
la etapa adulta (Figura R.iii.3). Este resultado indica que los ratones con lesion dopaminérgica
neonatal atraviesan un proceso de maduracion de la funcion corticoestriatal similar a los animales

control, pero que este proceso parece ser incompleto.
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Figura R.iii.3. Durante la maduracién postnatal normal la actividad global del estriado disminuye y este proceso es regulado por
las vias dopaminérgicas.

Para estudiar la actividad global del estriado realizamos un mapeo sistemético de la actividad espontanea de las neuronas estriatales a lo
largo de trazos verticales de 1~2 mm de longitud utilizando micropipetas de vidrio. Registramos todos los sitios estriatales que presen-
taran una actividad espontanea de al menos una descarga cada 1 minuto. Esta estrategia permitié obtener una buena representacion de
las neuronas estriatales cuyas tasas de descarga son muy bajas (Métodos).

A. Dos ejemplos representativos de las sefiales obtenidas en el estriado de ratones bajo anestesia. A la izquierda la sefal proveniente de
un sitio de registro en donde encontramos un conglomerado de neuronas espontaneamente activo. Notar que en las espigas rescatadas
es posible distinguir dos formas de onda de amplitud y forma diferente (coloreadas en negro y gris para facilitar la visualizacion) que
provienen de dos unidades distintas. A la derecha la sefial obtenida en un sitio de registro donde habia sélo una unidad espontaneamente
activa (unidad aislada). Notar que la forma de onda de todas las espigas es idéntica.

B. Calculamos la tasa de descarga de unidades estriatales aisladas a partir de segmentos de por lo menos 3 minutos de senal obtenida
durante periodos de actividad cortical con ritmo de onda lenta. Los datos representan la mediana (linea gruesa), el 25-75% (cajas), el
10-90% (“bigotes”) y el 5-95% (circulos) de la distribucién; entre paréntesis la cantidad de unidades estudiada en cada grupo. La mayoria
de las neuronas estriatales presentaron tasas de descarga muy bajas (<1/segundo). No encontramos diferencias estadisticas en las tasas
de descarga a lo largo del desarrollo postnatal o debidas a la lesion neonatal (Kruskal-Wallis ANOVA)

C. La densidad de sitios espontadneamente activos es una medida de la actividad global del estriado. Encontramos un elevado nivel de
actividad en el grupo juvenil control y lesionado (16,5 + 1,9 y 14,5 + 0,9 sitios activos por milimetro estriatal respectivamente; Test
post-hoc de Tukey p=0,62) que disminuye significativamente en el pasaje hacia la adultez independientemente de la lesion dopaminér-
gica. (efecto principal de la edad: p<1x10°%); sin embargo este decremento es mas marcado en el grupo control que en el grupo lesionado
(3,5+0,5y 10,3 £+ 0,9 sitios activos por mm respectivamente; # p<0,0005 Test post-hoc de Tukey dentro del grupo adulto). Los valores
representan la media + error estandar; ANOVA de dos vias, interaccion entre edad y tratamiento: p<2x10™.

D. La proporcion de sitios estriatales con unidades aisladas aumenta en detrimento de los sitios con conglomerados de neuronas durante
el desarrollo postnatal independientemente de la lesion. En los ratones adultos del grupo control, la proporcién de sitios con unidades
aisladas fue 3,27 veces superior a los ratones del juveniles (29/150 vs31/49, x’=33,85, p<1x10%). En el grupo lesionado, el aumento relativo
en la adultez de sitios con unidades aisladas fue 2,17 veces (35/123 vs 45/80, ¥*=15,68, p<1x10™). Sin embargo, la proporcién de sitios
aislados/conglomerados no es diferente entre los grupos lesionados y control (x’=3,13, p=0,07 en la infancia y ¥’=0,62, p=0,4 en la
adultez). Estos cambios ontogenéticos sugieren un refinamiento de la actividad estriatal y son una prueba adicional de la disminucién de
la actividad global del estriado.
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En esta seccion mostramos que durante el pasaje de la infancia hacia la adultez ocurren procesos de
maduracion funcional del sistema corticoestriatal, evidenciados por un aumento sustancial del
enganche de fase corticoestriatal y una disminucion significativa de los niveles de actividad
espontanea estriatal. Una interpretacion posible de estos resultados seria que el conexionado
corticoestriatal es difuso y relativamente inespecifico hacia la cuarta semana de vida y que durante el
desarrollo postnatal se refina y se hace mas selectivo como resultado del aprendizaje y la experiencia
(Penn y Shatz 1999). Notablemente estos cambios ontogenéticos no estan aparejados con cambios en
las tasas de descarga de las neuronas estriatales individuales. Estos resultados estdn en linea con
publicaciones que muestran que los circuitos corticales también atraviesan procesos marcados de

maduracion durante la adolescencia (Tseng y O'Donnell 2005)

En la Seccion II, propusimos que la disminucion del acople funcional cérticoestriatal podia ser un
endofenotipo de la hiperactividad locomotora inducida por la lesiéon dopaminérgica neonatal. En esta
seccion reforzamos y extendemos esta propuesta, ya que encontramos que la reversion del fenotipo
hiperlocomotor de los ratones lesionados entre la infancia y la adultez correlaciona con un aumento
del enganche de fase corticoestriatal en el mismo periodo; mas aun, las diferencias conductuales y de
enganche de fase entre el grupo control y lesionado desaparecen en la adultez. Es importante que estos
cambios no estan asociados a cambios en la tasa de descarga de las neuronas (Figura R.iii.3) ni

cambios en la actividad cortical (Figura R.iii.2).

Contrariamente, alteraciones de otros parametros electrofisiologicos parecen expresarse solo en la
adultez de los ratones lesionados, como el caso de la densidad de sitios espontdneamente activos. Esta
alteracion no parece correlacionar de manera directa con el fenotipo conductual estudiado; sin
embargo, existen reportes que indican que la lesion dopaminérgica neonatal induce otras
modificaciones conductuales que se expresan en la adultez, como la falta de preferencia por los brazos
protegidos de un laberinto en cruz (Archer y col. 1988; Avale y col. 2004a) y la capacidad disminuida
de adquirir conductas instrumentales (Moy 1995; Nemirovsky y col. 2009) . Estos resultados sugieren
que los mecanismos compensatorios luego de la lesion neonatal son insuficientes permitiendo la

persistencia de alteraciones funcionales en la adultez. En este sentido es interesante mencionar que
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perturbaciones que ocurran en etapas tempranas clave del desarrollo del sistema nervioso central,
como el periodo critico de los sistemas sensoriales, pueden tener consecuencias que perduran hasta la

adultez (Knudsen 2004).

En resumen, los resultados descriptos hasta ahora parecen indicar que la lesion dopaminérgica
neonatal induce un retraso en la maduracion funcional del sistema corticoestriatal y que esto se
acompana de manifestaciones conductuales transitorias como la hiperactividad locomotora. También
apoyan la hipotesis de que perturbaciones en etapas tempranas del desarrollo de circuitos neuronales,
en este caso circuitos corticoestriatales, pueden tener consecuencias perdurables hasta la adultez. La
capacidad compensatoria serotoninérgica (Seccion 1) o de otros mecanismos parece ser insuficiente

para revertir por completo el fenotipo electrofisiologico de los animales lesionados.
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Seccion IV

Durante el desarrollo postnatal normal existe un proceso fisiologico de depresion corticoestriatal

que depende de la integridad del sistema dopaminérgico

En la seccion anterior encontramos que la actividad espontanea estriatal es mucho mas elevada en
ratones pre-adolescentes que en ratones adultos y que para que esta disminucion ontogenética de la
actividad estriatal ocurra es necesaria la integridad del sistema dopaminérgico nigroestriatal. Por otro
lado, es sabido que las sinapsis corticoestriatales son susceptibles de sufrir depresion a largo término
(LTD) y se ha propuesto que la dopamina cumple un rol importante para este proceso (Calabresi y col.
1992). También se piensa que entre la segunda y cuarta semana de desarrollo postnatal existe un
proceso de depresion fisioldgica corticoestriatal dependiente de dopamina (Tang, K. y col. 2001). Con
estos antecedentes, planteamos la hipotesis de que la maduracion de los circuitos corticoestriatales se
completa durante la infancia y adolescencia como consecuencia del aprendizaje y la experiencia a
través de mecanismos de depresion fisiologica de la eficacia sinaptica, en donde las sinapsis mas
usadas se refuerzan y las menos usadas o privilegiadas se deprimen; este proceso seria dependiente de

las vias dopaminérgicas nigroestriatales.

Para poder evaluar esta hipotesis el primer objetivo fue obtener un modelo experimental de plasticidad
sinaptica corticoestriatal in vivo. Si bien la literatura en estudios de plasticidad corticoestriatal in
vitro es extensa y existe la idea de que en general la LTD corticoestriatal es mas facil de inducir que la
LTP (Kreitzer y Malenka 2008), los escasos estudios realizados in vivo sugieren que el modo
predominante de plasticidad corticoestriatal en el animal entero seria la LTP (Charpier y col. 1999;
Mahon y col. 2004). En experimentos preliminares in vivo, aplicamos un protocolo para inducir
plasticidad sinaptica consistente en la estimulacion tetanica de la region prelimbica de corteza frontal
(estimulacion eléctrica a alta frecuencia; Calabresi y col. 1992; Lovinger y col. 1993) y estudiamos el
cambio en la amplitud de los potenciales de campo estriatales evocados por pulsos "test" aplicados en

la misma region cortical (Métodos). En estos experimentos, encontramos que en ratones juveniles
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normales el protocolo de estimulacion a alta frecuencia es capaz de inducir una disminucion de los
potenciales estriatales evocados y que esta disminucion persiste por mas de una hora y media luego de
la tetanizacion (Figura R.iv.1). A diferencia de lo que ocurre in vitro, este protocolo de tetanizacion
aplicado in vivo es capaz de inducir depresion a largo término independientemente de dopamina, ya
que el bloqueo de receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 no impide la expresion de LTD (Figura
R.iv.1). Es importante destacar que este protocolo de induccién de LTD no intenta simular patrones de
actividad neuronal que se presentan durante los aprendizajes estriatales, para lo cual seria mas
razonable -desde una perspectiva experimental- trabajar a nivel celualr sobre la temporalidad de los
potenciales de accion (por ejemplo, spike timing dependent plasticity; Pawlak y Kerr 2008). Por el
contrario, es posible que la estimulacidon de alta frecuencia simule (de una manera exagerada y
comprimida en el tiempo) patrones inespecificos de elevada actividad neuronal que ocurren durante la
expansion del conexionado corticoestriatal en la infancia. Un mecanismo como este podria ejercer una
influencia mas generalizada y homogénea sobre las sinapsis corticoestriatales que la plasticidad
asociada al aprendizaje. Por otro lado, estudios recientes realizados en rodajas sugieren que, en
condiciones de elevada actividad neuronal, la LTD podria no requerir de dopamina (Adermark y col.
2009), sin que esto implique que protocolos que intentan simular patrones de actividad relacionados
con ¢l aprendizaje, como la spike timing dependent plasticity, muestren dependencia de la dopamina in

vivo, tal como ocurre en rodajas.

El siguiente objetivo que nos planteamos fue estudiar los cambios madurativos en la expresion de la
LTD coérticoestriatal inducida por estimulacion a alta frecuencia. Si este tipo de LTD cumple un rol en
la maduracion corticoestriatal refinando el conexionado, podriamos esperar que resulte mas dificil de
obtener LTD experimental en animales adultos, cuando el conexionado ya ha sido refinado y la

actividad estriatal espontanea es pobre.

Realizamos registros electrofisiologicos aplicando el protocolo de tetanizacion cortical en ratones
anestesiados juveniles (dias postnatal 28 a 35) y adultos (semana postnatal 12 a 15) que habian sufrido
o no la lesion dopaminérgica neonatal. De acuerdo a nuestra hipotesis, razonamos que la disminucion

ontogenética de los niveles de actividad estriatal (Secciéon III) podia ser el resultado de una
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disminucion de la fuerza sinéptica corticoestriatal mediada por un mecanismo de depresion fisioldgica,
que tendria un efecto acumulativo durante el desarrollo postnatal. Segin este razonamiento, si las
sinapsis corticoestriatales han acumulado sucesivos eventos de depresion sindptica, dichas sinapsis se
encontraran cerca de un "piso" de depresion y por lo tanto seran mas resistentes a eventos adicionales
de depresion. Por el contrario, si las sinapsis se encuentran lejos del piso de depresion, seran mas
susceptibles de sufrir nuevos eventos de depresion. Razonamientos similares han sido utilizados para
estudiar la "saturacion" de sinapsis corticoestriatales como consecuencia de aprendizajes motores (Yin
y col. 2009) y para determinar la participacion de LTP en aprendizajes mediados por el hipocampo con
experimentos de "oclusion" (Gruart y col. 2006; Whitlock y col. 2006). Cabe destacar entonces que
utilizamos la induccion experimental de LTD como un ensayo que nos permitiera establecer el nivel
basal de potenciacion/depresion de las sinapsis corticoestriatales, y que por lo tanto contar con un
protocolo de plasticidad suficientemente agresivo resulta una ventaja para la evaluacion de nuestra

hipdtesis.

De manera consistente con los resultados preliminares (Figura R.iv.1), encontramos que en los
ratones juveniles con lesion simulada (grupo control) es posible inducir depresion de los potenciales
evocados estriatales. En cambio, el mismo protocolo de tetanizacion aplicado a los ratones adultos del
grupo control es ineficaz para inducir una depresion de larga duracion ya que s6lo produce una
disminucidn transitoria de la amplitud de los potenciales evocados que revierte rapidamente a valores
basales (Figura R.iv.2). Este resultado indica que durante el desarrollo postnatal normal el sistema
corticoestriatal pierde la capacidad de sufrir LTD y refuerza la idea de que durante el desarrollo

postnatal existe un proceso fisiologico de depresion cérticoestriatal.
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Figura R.iv.1. La estimulacidn in vivo de alta frecuencia cortical produce depresion corticoestriatal de largo término en ratones
control de 4 semanas de vida,

A. Ejemplo de la amplitud de los potenciales de campo evocados por estimulacion de la region prelimbica de la corteza antes (periodo
control) y después (periodo test) de la estimulacién de alta frecuencia cortical (t=0 minutos). La estimulacién de alta frecuencia produce
una disminucion de la amplitud de los potenciales de campo evocados de manera perdurable (mas de 100 minutos), es decir depresion
de largo término (LTD). Esta LTD se verifica para el primero y también para el sequndo pulso de los pulsos pareados. A la derecha, trazos
representativos de la seial registrada en el estriado como resultado de los pulsos pareados correspondiente al periodo control (a) y
periodo test (b). La amplitud de los potenciales evocados estan relativizados al periodo control.

B. Efecto de la administracion simultanea (t=0 minutos) de una dosis alta de antagonistas de receptores dopaminérgicos D1 (SCH 23390)
y D2 (Eticlopirde) sobre la amplitud de los potenicales evocados estriatales, El efecto farmacolégico de los antagonistas es estable por
varias horas y es expresa 30 minutos después de la inyeccion intraperitoneal. La larga duracién y estabilidad del efecto farmacoldgico de
estas drogas las hace convenientes para el estudio sobra la plasticidad cérticoestriatal.

C. Efecto de la administracién de antagonistas dopaminérgicos (t=-100 minutos) sobre la expresion de LTD cérticoestriatal. Cuarenta
minutos después de la inyeccion de los antagonistas iniciamos el estudio de plasticidad corticoestriatal. Bajo el efecto de los antagonistas
dopaminérgicos la LTD cérticoestriatal se expresa con las mismas caracteristicas que bajo en la situacidn control (salina), indicando que el
blogueo agudo de los receptores dopaminérgicos no impide la expresién de LTD carticoestriatal in vivo.

El analisis estadistico fue realizado con un ANOVA de dos vias con el factor tiempo como medida repetida. # p<0,05 Test post-hoc de Tukey
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En las secciones anteriores mostramos que la conectividad corticoestriatal madura de manera anormal
en ratones con lesion dopaminérgica neonatal. Por ejemplo, la actividad estriatal se mantiene elevada
en el adulto (Figura R.iii.3). En esta secciéon mostramos que los antagonistas de receptores para
dopoamina no bloquean la LTD. Confirmando esta observacion, encontramos que in vivo la lesion
dopaminérgica neonatal no impide la induccion de LTD con el protocolo de tetanizacion. Mas atn,
encontramos que tanto la magnitud como la duracién de la LTD en ratones juveniles control y
lesionados son indistinguibles (Figura R.iv.2). Por otro lado, a diferencia de lo que sucede en el grupo
adulto de ratones control, el protocolo de tetanizacion es efectivo para inducir LTD en ratones adultos
con lesion dopaminérgica neonatal, sugiriendo que ocurrié una menor acumulacion de LTD durante la
adolescencia en ausencia de dopamina. La interpretacién mas simple de este resultado es que la
depresion fisiologica de las sinapsis corticoestriatales durante el desarrollo postnatal es mayormente
dependiente de la dopamina, y que nuestro protocolo revela la ausencia de dicha depresion fisiologica
supliendo el rol enddgeno de la dopamina con un exceso de actividad. Nuevamente, estos resultados
son consistentes con las hipdtesis planteadas y sugieren que los animales adultos que recibieron una

lesién dopaminérgica neonatal presentan un perfil de actividad estriatal mas “inmaduro” (Seccion III).

Por ultimo decidimos estudiar un posible mecanismo involucrado en la depresion corticoestriatal
experimental. Es sabido que in vitro la expresion de LTD corticoestriatal inducida por estimulacion a
alta frecuencia se debe a una disminuciéon en la probabilidad de liberacién de neurotransmisor
presinaptica y que el efecto presinaptico puede ser estimado a partir de las variaciones en el cociente
de pulsos pareados (Choi y Lovinger 1997). De acuerdo a esta teoria, una disminuciéon de la
probabilidad de liberacion presinaptica estd asociada a una disminucion relativa de la amplitud
evocada por el primer pulso del par, mientras que un aumento en la probabilidad de liberacion, esta
asociado a un aumento relativo de la amplitud del primer pulso del par. Estudiamos, entonces, si los
cambios plasticos observados in vivo estaban asociados a variaciones en el cociente de pulsos

pareados.
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Figura R.iv.2. La LTD cérticoestriatal inducida in vivo por estimulacion de alta frecuencia cortical es un proceso regulado durante
el desarrollo postnatal que depende de la integridad de las vias dopaminérgicas.

A. Efecto de la estimulacion de alta frecuencia (t=0 minutos) sobre la amplitudd de los potenciales evocados estriatales en ratones control
juveniles y adultos. Consistentemente con los resultados de la Fgura iv.1, los ratones juveniles sufren LTD cérticoestriatal inducida por la
estimulacidn de alta frecuencia cortical. El mismo protocolo de plasticidad, en cambio, sdlo produce una depresién transitoria en los
ratones adultos (primer y segundo punto de la curva luego de la estimulacion de alta frecuencia, p<0,05) que al cabo de 40 minutos
desaparece. * p<0,05 Test post-hoc de Tukey, efecto significativo de la edad entre ratones adultos y juveniles. # p<0,05 Test post-hoc de
Tukey, efecto significativo del protocolo de plasticidad durante el periodo test respecto del periodo control valido para el grupo juvenil.
Este resultado indica que la induccién experimental de LTD esta regulada durante el desarrollo.

B. lgual que A para el grupo de ratones con lesion dopaminérgica neonatal. Consistentemente con el efecto reportado de los antagonistas
dopaminérgicos, la lesion neonatal no impide la expresion de LTD en los ratones juveniles o adultos con lesion dopaminérgica neonatal (#
p<0,05 Test post-hoc de Tukey, efecto significativo del protocolo de plasticidad respecto del periodo control, valido tanto para los ratones
juveniles como adultos). Este resultado sugiere que la LTD es regulada durante el desarrollo postnatal de manera dependiente de las vias
dopaminérgicas e indica que el protocolo de estimulacion a alta frecuencia no requiere de la integridad de las vias dopaminérgicas para
inducir LTD.

La amplitud de los potenciales evocados estan relativizados al periodo control. Los datos representan la media £ error estandar. El analisis
estadistico fue realizado con ANOVAs de dos vias utilizando el factor tiempo como medida repetida; los test post-hoc fueron realizados
después de un efecto principal significativo.

A diferencia de los resultados reportados in vitro, encontramos que la depresion inducida por
estimulacion de alta frecuencia en ratones control juveniles no estd asociada a variaciones en el
cociente de pulsos pareados (Figura iv.3). Por el contrario, la depresion transitoria observada en los
ratones adultos inmediatamente después de la tetanizacion, covaria con un aumento en el cociente de
pulsos pareados. Este resultado sugiere que el mecanismo por el cual la tetanizacion cortical induce
depresion de la respuesta estriatal seria distinto en animales juveniles y adultos y refuerza la nocion de
que existe un componente madurativo involucrado en los procesos de plasticidad coérticoestriatal.
Notablemente, en el grupo de animales lesionados se replican los resultados del grupo control,
sugiriendo que los mecanismos involucrados en la plasticidad inducida experimentalmente en ambos

grupos serian similares.
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Figura R.iv.3. La depresidn corticoestriatal inducida in vivo por estimulacion de alta frecuencia responderia a diferentes mecanis-
mos de expresién dependiente del desarrollo postnatal.

A. Estudio de la variacion del cociente de pulsos pareados antes y después de la estimulacion de alta frecuencia (t = 0 minutos) cortical en
ratones juveniles. Tanto en el grupo lesionado como en el grupo control, la estimulacion de alta frecuencia induce depresion corticoestri-
atal (Figura R.vi.2) que no estd acompafada de un aumento en el cociente de pulsos pareados. Un aumento en el cociente de pulsos
pareados es interpretado como una disminucion de la probabilidad de liberacion presinaptica de neurotransmisor, indicando un sitio
presinaptice de expresion. En el caso de los ratones juveniles el cociente de pulsos pareados no varia, sugiriendo que la expresion de este
tipo de plasticidad no seria presinaptica. A la derecha correlacion entre el porcentaje de depresion y variacion del cociente de pulsos
pareados 10 minutos después de la estimulacion de alta frecuencia. Se observa que la variacion del cociente de pulsos pareados se
mantiene constante independientemente del grado de depresion inducido (porcentaje de depresion; N=6 experimentos por grupo)

B. Igual que A para los ratones adultos lesionados y control. A diferencia del grupo de ratones juveniles, en los ratones adultos la estimu-
lacién de alta frecuencia produce un aumento de la variacion del cociente de pulsos pareados transitoria en los animales control (primer
y segundo punto de la curva luego de la estimulacion de alta frecuencia, * p<0,05) y perdurable en los animales lesionados (Gltimo punto
de lacurva, * p<0,05). El curso temporal de esta variacion se corresponde groseramente con el curso temporal de la depresion corticoestri-
atal en cada grupo. A la derecha se observa que el grado de variacion del cociente de pulsos pareados correlaciona con la magnitud de la
depresion corticoestriatal inducida (p<0,05, ANCOVA). El analisis de covarianza indico que no hay diferencias significativas entre el grupo
control y lesionado, indicando que los cambios madurativos en los mecanismos de plasticidad sinaptica ocurren independientemente de
las vias dopaminérgicas (N=9 expreimentos por grupo)
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En esta seccion mostramos que in vivo es posible inducir experimentalmente LTD corticoestriatal
utilizando un protocolo de estimulacion eléctrica a alta frecuencia que habia sido exitoso para inducir
LTD in vitro (Lovinger y col. 1993).Este protocolo es suficientemente fuerte como para
inducir LTD in vivo en presencia de bloqueantes de receptores dopaminérgicos y en ausencia de vias
dopaminérgicas nigroestriatales. Este hecho nos permitié utilizar la induccién experimental de LTD
como una "sonda" para determinar el grado enddgeno de depresion de las sinapsis corticoestriatales

(Yin y col. 2009) tanto en ratones control como los lesionados con 6-OHDA.

Los mecanismos celulares de la LTD corticoestriatal inducida por estimulacion de alta frecuencia han
sido extensamente caracterizados in vitro (ver Introduccion). Ademas de un rol importante para la
dopamina, se cree que esta forma de plasticidad requiere de la liberacion de endocanabinoides por
parte de las NEMs (Kreitzer y Malenka 2005; Yin y Lovinger 2006). Los endocanabinoides actiian
como mensajeros retrogrados sobre receptores CB1 en las terminales presinapticas y disminuyen la
probabilidad de liberacién de glutamato por neuronas corticales (Heifets y Castillo 2009). La
liberacion de endocanabinoides es un fendomeno dependiente de actividad, estaria modulada por la
dopamina (Giuffrida y col. 1999; Kreitzer y Malenka 2005) y en las neuronas estriatales puede ser
inducida por una despolarizaciéon similar a la transicion del estado down al up combinada con la
estimulacion de receptores glutamatérgicos metabotropicos postsinapticos. La vision actual en el
campo le otorga un papel central a los endocanabinoides en la LTD corticoestriatal y le asigna a la

dopamina un rol regulatorio (Kreitzer y Malenka 2005; Yin y Lovinger 2006)

Sin embargo, en nuestros experimentos, la capacidad de la tetanizacion cortical para inducir LTD
experimental no parece estar modulada por la dopamina. Para conciliar este resultado con la literatura,
es importante destacar que los experimentos in vivo mantienen el conexionado neuronal intacto,
mientras que en los experimentos en rodajas la mayor parte del conexionado estd interrumpido. Tal
vez en las rodajas, la dopamina colabore en aumentar la eficacia de los estimulos de alta frecuencia
para producir la liberacion de endocanabinoides. Por el contrario, in vivo es posible que la potencia de
la tetanizacion sumada a la integridad del conexionado produzcan una estimulacioén suficientemente

fuerte de receptores glutamatérgicos metabotropicos y conduzcan a un aumento de la produccion y
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liberacion de endocanabinoides por parte de las NEMs sin necesitar del rol facilitatorio de la dopamina

(Kreitzer y Malenka 2005; Lovinger 2010)

Una consideracion que es necesario tener en mente al momento de interpretar los resultados descriptos
en esta seccion es que los potenciales de campo estriatales representan la actividad extracelular de una
poblacion de neuronas que puede ser el resultado de la combinacion de potenciales postsinapticos
inhibitorios y excitatorios. Sin embargo, tanto in vitro (Partridge y col. 2000) como in vivo en animales
anestesiados y animales implantados (Maroun y Richter-Levin 2003; Stoetzner y col. 2010) los
potenciales de campo evocados han sido utilizados en experimentos de plasticidad sinaptica. Por otro
lado, nosotros mostramos que los potenciales evocados estriatales correlacionan con el disparo de
potenciales de accion y con los potenciales excitatorios postsinapticos de las NEMs (Cuadro M.3,

Métodos).

Al margen de las limitaciones técnicas, en esta seccion encontramos que la induccion experimental de
LTD in vivo depende del desarrollo postnatal normal: en animales jovenes es mds facil de inducir que
en animales adultos sugiriendo que durante el desarrollo normal las sinapsis corticoestriatales se van
deprimiendo quizds como resultado de la maduracion y de los aprendizajes de las conductas
dependientes de los GB. También encontramos que el pasaje por la adolescencia no ocluye la
capacidad para inducir LTD por estimulacion a alta frecuencia en los animales con lesion
dopaminérgica neonatal. Este hecho sugiere que la depresion fisiologica corticoestriatal, que
probablemente es inducida por patrones mas sutiles de correlacion entre la actividad pre y
postsinaptica corticoestriatal, depende en alguna medida de la dopamina. Notablemente, estos cambios
ocurren en paralelo con la evolucion ontogenética del nivel de actividad espontanea estriatal segun las
hipétesis planteadas, reforzando la idea de que la dopamina nigroestriatal promueve una disminucion
de la actividad estriatal durante la adolescencia a través de un predominio de la LTD como mecanismo

de plasticidad.
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Seccion V

La integridad del sistema dopaminérgico durante el desarrollo postnatal es necesaria para que el

estriado integre adecuadamente estimulos originados en distintas regiones corticales.

En las secciones anteriores mostramos evidencia que sugiere que el conexionado funcional
corticoestriatal de ratones es relativamente inmaduro en la infancia, que adquiere caracteristicas
adultas pasada la adolescencia y que la maduracion funcional de este conexionado depende de las vias
dopaminérgicas. En animales adultos, es sabido quelos GB presentan un elevado grado
de segregacion en canales anatomo-funcionales. Estos canales darian lugar al procesamiento en
paralelo de la informacion cortical sustentando distintos aspectos motores y no-motores del
comportamiento (Alexander y col. 1986; Middleton y Strick 2000). Este marco conceptual ha sido util
entre otras cosas para comprender las alteraciones asociadas a patologias de los GB (Middleton y
Strick 2000). Sin embargo, este modelo estatico resulta reduccionista y actualmente se cree que la
interaccion entre canales paralelos es indispensable para procesos de aprendizaje y adaptacion de la
conducta de acuerdo a la experiencia pasada (Haber 2003; Voorn y col. 2004) . Nos propusimos,
entonces, investigar si las capacidades del estriado para la integracion-segregacion de informacion
cortical maduran durante el desarrollo postnatal. Ademas, ha sido propuesto que durante las primeras
semanas de vida el establecimiento de las conexiones corticoestriatales podria ser "organizado" por la
dopamina (Tang, K. y col. 2001). Para la realizacion de este objetivo, llevamos a cabo experimentos de
estimulacion cortical en dos regiones cercanas/contiguas de la corteza frontal (region Prelimbica
y Cingular) y estudiamos las respuestas evocadas en el estriado (Figura R.v.1). Los grupos
experimentales utilizados fueron ratones juveniles y adultos con lesion dopaminérgica neonatal y

controles.
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Figura R.v.1. Durante el desarrollo postnatal la respuesta de neuronas estriatales a la estimulacién cortical se hace mas selectiva.
La lesion dopaminérgica neonatal disminuye la respuesta de las neuronas estriatales.

A. Esquematizacion de la estrategia para estudiar la respuesta a la estimulacion cortical. Luego de aislar una neurona estriatal aplicamos
series de 20 a 30 pulsos en la region prelimbica y cingular a fin de determinar si la neurona registrada respondia a estimulos focales de esa
region de la corteza frontal, En los casos en que la estabilildad del registro lo permitio, estudiamos distintas intensidades (entre 100 y 500
pA) sobre ambas cortezas. La sefial corresponde a un ejemplo de una neurona que respondio a los estimulos aplicados en ambos sitios
corticales. Otras neuronas registradas no respondieron a alguna o ninguna de las regiones corticales estimuladas.

B. Resultados poblacionales de neuronas que responden a la estimulacion de 1, 2 6 ninguno de los sitios evaluados. Los ratones juveniles
control presentan una gran proporcion de neuronas que responden a ambos sitios de estimulacién mientras que los ratones adultos
presentan muy pocas neuronas que respondan a uno o a los dos sitios estimulados (p<0,04 Test de Chi cuadrado). Este resultado sugiere
que durante la infancia la convergencia funcional de territorios corticales sobre neuronas estriatales es alta y que disminuye durante el
desarrollo, aumentando la segregacion. Los ratones con lesidn dopaminérgica neonatal presentan una baja probabilidad de respuesta
convergente en la infancia y en la adultez comparado con el grupo control juvenil (p<0,0003 Test de Chi cuadrado), sugiriende que el
conexionado funcional cérticoestriatal es mas acotado.

C. La administracion de anfetamina en forma aguda (4 mg/kg i.p.) no modifica la proporcion de sitios estriatales que responden a la
estimulacion de 2 sitios corticales en ratones juveniles.

D. Ejemplo de neuronas registradas en ratones juveniles del grupo control y lesionado en la que fue posible determinar la Intensidad 50
de respuesta (I, ver Métodos). La neurona del ratén control presenta una |, baja (220 pA) mientras que la de la neurona del raton
lesionado es mas alta (380 pA).

E. Resultado poblacional del estudio de |, que muestra que los ratones control juveniles necesitan intensidades menores de estimu-
lacién para provocar respuesta neuronal en el estriado, mientras que los ratones adultos requieren de una mayor intensidad de estimu-
lacién, indicando una menor capacidad de respuesta o excitabilidad extrinseca. La lesion dopaminérgica neonatal provoca un deterioro
en la capacidad de respuesta de las neuronas estriatales durante la etapa infancia. # p<0,02 Test pos-hoc de Tukey luego de una interac-
cion significativa en un ANOVA de dos vias (p<0,001).
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En primera instancia, estudiamos la excitabilidad corticoestriatal extrinseca de las neuronas estriatales
(Métodos, Figura R.v.1). Encontramos que la intensidad de los estimulos corticales necesarios para
evocar respuestas en ratones juveniles del grupo control es menor que la de los ratones adultos,
sugiriendo que la excitabilidad de las neuronas estriatales es elevada durante la infancia y
disminuye durante el desarrollo postnatal. Notablemente, la excitabilidad de las neuronas estriatales
tanto de los ratones lesionados juveniles como adultos es menor que los ratones juveniles del grupo
control y comparable a la de los ratones adultos (Figura R.v.1), sugiriendo quela lesion
dopaminérgica disminuye la capacidad de las neuronas estriatales de responder a estimulos
corticales en los ratones juveniles. Teniendo en cuenta que la latencia de las respuestas es consistente
con una respuesta monosinaptica y con los resultados previos de la literatura, estos resultados
demuestran que las conexiones corticoestriatales son funcionalmente mas activas durante la infancia

cuando las vias dopaminérgicas estan intactas.

A continuacion estudiamos el grado de segregacion/convergencia de las vias corticoestriatales
analizando la proporcion de neuronas estriatales que respondieron a la estimulacion de los dos sitios
corticales, un solo sitio, o ningun sitio. Un grado de segregacion anatomico o funcional elevado
deberia verse reflejado en una proporcion relativamente alta de neuronas que responden a comandos
provenientes de una region cortical acotada; por el contrario un grado de segregacion bajo deberia
estar acompafiado por una proporcidon relativamente mayor de neuronas que responden a la

estimulacion de mas de una region cortical.

Este experimento, mostrd que en los animales juveniles control la mayoria de las neuronas estriatales
responden a los comandos corticales aplicados tanto en la region cingular como prelimbica de la
corteza frontal (Figura R.v.1). Contrariamente, en los animales adultos del grupo control la mayor
parte de las neuronas no responde a ninguno de los dos sitios corticales estudiados. Este resultado
sugiere que en etapas tempranas del desarrollo el conexionado cérticoestriatal es funcionalmente
mas difuso y durante la maduracion postnatal la selectividad de las neuronas estriatales

aumenta. Ademas, refuerza los resultados de la Seccion III (Figura R.iii.2) sugiriendo que durante el
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desarrollo postnatal existe un refinamiento del conexionado corticoestriatal tanto en el dominio

espacial como en el dominio temporal (Seccion I1I).

A diferencia de lo que ocurre en los ratones control, la mayor parte de las neuronas de los ratones
juveniles con lesion dopaminérgica neonatal no responde a ninguna de las regiones corticales
estimuladas y pocas neuronas responden a los dos sitios corticales estimulados. Llamativamente, este
patron de baja probabilidad de respuesta a estimulos corticales no progresa durante el desarrollo de los
animales lesionados (Figura R.v.1)indicando que este aspecto de la funcionalidad del sistema
corticoestriatal no madura en ausencia de las vias dopaminérgicas. Mas aln, el patron de respuesta de
los ratones del grupo lesionado es indistinguible del patron observado en los ratones adultos del grupo
control (Figura R.v.1). Este resultado indica que la destruccion de las neuronas dopaminérgicas
esta asociada a un patrén de mayor segregacion funcional de las vias corticoestriatales a lo largo
de las etapas del desarrollo postnatal estudiadasy permite pensar que la ausencia de vias

dopaminérgicass "contrae" funcionalmente los dominios corticoestriatales.

Por tultimo decidimos estudiar si las alteraciones observadas a nivel de células aisladas impacta de
manera global sobre las interacciones entre los circuitos corticoestriatales. Como mencionamos
anteriormente, los GB conforman circuitos paralelos que contribuyen con la adquisicion, seleccion y
ejecucion de distintos tipos de conductas. Es sabido también que muchas de estas conductas son
adquiridas a través de la experiencia y se cree que el aprendizaje de las mismas es dependiente de la
interaccion entre los circuitos paralelos (Haber 2003; Yin y col. 2008) (Balleine y col. 2009; Dias-
Ferreira y col. 2009) . Mas atn, un rol importante tanto en el aprendizaje como en la comunicacién
entre canales paralelos ha sido propuesto para las vias dopaminérgicas mesoestriatales (Haber y col.
2000; Ikemoto 2007; Belin y Everitt 2008). Si este fuera el caso, esperariamos encontrar alteraciones

en la comunicacion entre canales corticoestriatales en los ratones con lesion dopaminérgica neonatal.

Para evaluar esta hipotesis decidimos utilizar el paradigma de plasticidad sinaptica in vivo descripto en
la Seccion IV. Es sabido que en determinadas condiciones la induccidon de plasticidad sinaptica

experimental puede provocar plasticidad "heterosinaptica" sobre otras sinapsis que no habian estado
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involucradas durante el proceso de induccion (Calabresi y col. 1992; Chevaleyre y col. 2007; Singla y
col. 2007). Extrapolando esta idea al estudio de los canales corticoestriatales, razonamos que la
tetanizacion de la corteza prelimbica (Seccidon IV) podria tener un efecto "homotipico" sobre los
potenciales evocados por pulsos "test" aplicados en la misma region cortical (prelimbica) y un efecto
"heterotipico" sobre los potenciales evocados por pulsos "test" aplicados en la corteza cingular

(Métodos, Cuadro M.3).

En los ratones juveniles del grupo control encontramos que la tetanizacion de la corteza prelimbica
induce una depresion de los potenciales evocados por estimulacion de la corteza cingular.
Notablemente, esta depresion "heterotipica" o “cruzada” es comparable tanto en magnitud como
duracion con la depresion "homotipica” o “directa” inducida en los mismos animales (Figura R.v.2).
Por otro lado, en los ratones adultos, en los que la tetanizacidon de la corteza prelimbica sélo induce
una depresion "homotipica" transitoria, encontramos que no hay expresion de LTD "heterotipica"
(Figura R.v.2). Estos resultados sugieren que en animales control juveniles los cambios plasticos
inducidos por estimulacion de alta frecuencia en una regién focal de la corteza frontal se
transfieren '"espontineamente" a otros circuitos coérticoestriatales que no habian recibido

estimulos tetanicos.

Por ultimo, estudiamos los efectos de la lesion dopaminérgica neonatal sobre la expresion de la
plasticidad "heterotipica". En la seccion anterior habiamos mostrado que los animales control y
lesionados juveniles presentaban niveles comparables de LTD "homotipica" (Figura R.iv.3) y que las
diferencias entre los grupos experimentales se hacian evidentes en la adultez. Sin embargo al estudiar
la plasticidad "heterotipica" en ratones lesionados, encontramos que tanto los ratones juveniles como
los adultos la tetanizacion de la corteza prelimbica no induce depresioén "heterotipica" sobre el canal
corticoestriatal cingular (Figura R.v.2). Este resultado indica que la lesion dopaminérgica neonatal
interfiere con la transferencia '"espontinea" de cambios plasticos entre los canales

corticoestriatales estudiados.
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”ﬂ Estimulacion alta frecuencia en la corteza prelimbica
[ Pulsos “test” evocados en la corteza prelimbica — Plasticidad homotipica
B Pulsos “test” evocados en la corteza cingular — Plasticidad heterotipica

Figura R.v.2. La estimiulacion de alta frecuencia en la corteza prelimbica produce un efecto de plasticidad “heterotipica” sobre la
respuesta a estimulos en la corteza motora en ratones juveniles cuya expresion depende de la integridad de las vias dopaminér-
gicas.

A, B, C y D. Efecto de la estimulacién de alta frecuencia en la corteza prelimbica sobre la amplitud de los pulsos “test” evocados en la
corteza prelimbica (plasticidad "homotipica’, cuadrados blancos) o en la corteza cingular (plasticidad “héterotipica’, cuadrados gris).

Ay B. Grupo control. En el grupo control juvenil la respuesta a la estimulacién en la corteza cingular -que no recibié estimulacién de alta
frecuencia- muestra una LTD comparable a la observada para la corteza prelimbica que recibié la estimulacién de alta frecuencia. En los
ratones adultos, al igual que la respuesta a la corteza prelimbica, la corteza cingular muestra una depresién transitoria que revierte
espontaneamente al cabo de 40 minutos.

C y D. Grupo lesionado. En el grupo lesionado juvenil, la estimulacién de alta frecuencia sélo provoca una depresién transitoria a la
respuesta de la corteza cingular luego de la estimulacion de alta frecuencia en la corteza prelimbica, indicando que la “transferencia” de
plasticidad heterotipica presente en el grupo control juvenil requiere de la integridad de las vias dopaminérgicas (A). El grupo adulto
tampoco muestra depresiéon heterotipica en la corteza cingulary a diferencia del grupo control tampoco presenta la depresion transitoria
inmediatamente después de la estimulacién de alta frecuencia.

Los valores representan la media + error estandar. El andlisis estadistico fue realizado con ANOVAs de tres vias utilizando el factor tiempo
y corteza como medidas repetidas. Los test post-hoc (Tukey) fueron realizados después de un efecto principal significativo: * p<0,05,
efecto significativo entre regiones corticales testeadas (prelimbica vs cingular). # p<0,05, efecto significativo de la estimulacién de alta
frecuencia entre el periodo test y el periodo control
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En esta seccion mostramos que la excitabilidad extrinseca de las neuronas estriatales sufre cambios
madurativos importantes durante el pasaje de la infancia a la adultez y que en consonancia con los
resultados reportados en secciones previas, este proceso madurativo estd modulado o depende de las
vias dopaminérgicas. También encontramos que en los ratones juveniles la mayor parte de las
neuronas estriatales son capaces de responder a estimulos originados en dos regiones corticales
cercanas pero diferentes y que esta capacidad disminuye en el pasaje de la infancia hacia la adultez.
Entonces, esto parece indicar que la segregacion topografica corticoestriatal en canales anatomo-
funcionales paralelos es menos marcada en los animales juveniles y mas prominente en los animales
adultos. Por otro lado, mostramos que los ratones con lesion dopaminérgica neonatal presentan un
perfil de conectividad relativamente restringido y comparable al de los ratones control adultos. Este
resultado sugiere que las vias dopaminérgicas durante la infancia podrian "expandir" funcionalmente
el conexionado corticoestriatal aumentando la capacidad de las neuronas estriatales de procesar
informacién proveniente de sitios anatdémicamente menos conectados. En este sentido, la lesion
dopaminérgica pone al descubierto un patrdn corticoestriatal de segregacion mas marcado con menor

capacidad de integracion.

Es interesante recordar que durante la primera semana de vida postnatal la arborizacién de axones
corticales en el estriado ocurre primero en los sitios de mas densa inervacion dopaminérgica
(Nisenbaum y col. 1998). Este hecho refleja una fuerte relacion entre ambos fendmenos y permite
plantear la posibilidad de que la "expansion" funcional de los dominios corticoestriatales dependiente
de las vias dopaminérgicas sea el resultado de un cambio estructural en el cual las vias dopaminérgicas
promoverian el establecimento de una mayor cantidad de conexiones sinapticas corticoestriatales
(Tepper y col. 1998). También es sabido que el nimero de sinapsis corticales es elevado en etapas
tempranas del desarrollo y que entre la infancia y la adolescencia ocurre un proceso de podado
sinaptico muy importante (Johnston 2004). En tal sentido, la disminucién madurativa de los dominios
corticoestriatales podria ser explicada por un podado de las sinapsis corticoestriatales menos
favorecidas como resultado de la experiencia y el aprendizaje. En la lesion dopaminérgica neonatal,

por el contrario, la ausencia de vias dopaminérgicas impediria la expansion de los dominios
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corticoestriatales durante la infancia, estableciéndose un conexionadao corticoestriatal

mas estereotipado y menos propenso al cambio madurativo.

Las capacidades de integracion de informacion cortical a nivel de célula tnica, que parece estar
facilitada por las vias dopaminérgicas, podrian estar involucradas en el establecimiento de
aprendizajes asociativos. En este mismo sentido, se cree que la depresion corticoestriatal mediada por
endocanabinoides también cumpliria un rol en los aprendizajes asociativos dadas las propiedades de
especificidad sinaptica que caracterizan a este tipo de plasticidad (Singla y col. 2007). In vivo, el
protocolo de plasticidad sinaptica estudiado, sugiere que los canales corticoestriatales pueden
conectarse funcionalmente, ya que la induccion de depresion a largo término en el canal “prelimbico”
se transfiere espontaneamente hacia otro canal (“cingular”) sin que éste haya recibido estimulacion
tetanica. Este resultado permite pensar que durante la adquisicion de nuevas conductas la actividad en
un canal corticoestriatal es capaz de influir sobre la actividad de otro canal (Haber y col. 2006; Yin y
Knowlton 2006). Més aun, la comunicaciéon funcional entre los canales queda interrumpida por la
lesion dopaminérgica neonatal ya que desaparece la transferencia de LTD espontanea entre canales,
poniendo de manifiesto la importancia de las vias dopaminérgicas en este proceso (Haber 2003).
Sugestivamente, cabe recordar que la adquisicion de conductas instrumentales, que se sustentan en
procesos de aprendizaje asociativos, esta deteriorada en ratones con lesion dopaminérgica neonatal
(Nemirovsky y col. 2009) y que las vias dopaminérgicas mesoestriatales serian necesarias para la
transformacion de conductas instrumentales adquiridas inicialmente dirigidas a alcanzar metas
(dependendientes del estriado ventromedial) en conductas instrumentales habituales (dependientes del

estriado dorsolateral; (Belin y Everitt 2008).

En conjunto con los resultados de las secciones previas, los resultados de estimulacion refuerzan la
nocion de que el conexionado corticoestriatal es funcionalmente activo hacia la cuarta semana de vida
pero que sin embargo muchas propiedades de los circuitos corticoestriatales presentan caracteristicas
inmaduras que evolucionan en el pasaje de la infancia hacia la adultez. Més aun, los experimentos con
los ratones lesionados evidencian fuertemente la importancia de las vias dopaminérgicas

nigroestriatales en la funcion normal de estos circuitos tanto en etapas tempranas como tardias del
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desarrollo postnatal y soportan la idea de que alteraciones tempranas del sistema nervioso central
pueden tener consecuencias que perduran hasta la adultez a pesar del desencadenamiento de

mecanismos compensatorios.

87



DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis son compatibles con la hip6tesis general de trabajo que supone
que el sistema corticoestriatal es inmaduro al momento del nacimiento y completa su maduracion
pasada la adolescencia. Comparados con ratones preadolescentes, en los ratones adultos la densidad de
sitios estriatales espontdneamente activos se reduce a la cuarta parte, el enganche de fase con ritmos
corticales de entre 2 y 10 Hz aumenta significativamente, la probabilidad de las neuronas estriatales de
responder a estimulos eléctricos en la corteza frontal disminuye y la estimulacion de alta frecuencia en
la region prelimbica de la corteza falla en la induccion de depresion a largo término. La maduracion de
estos procesos parece ser facilitada por las vias dopaminérgicas en algunos casos (densidad de sitios
activos y resistencia a la LTD) y no en otros (enganche de fase), sugiriendo que perturbaciones de la
neurotransmiséon dopaminérgica que ocurran en etapas clave del desarrollo pueden tener efectos
perdurables sobre algunas funciones de los circuitos corticoestriatales mientras que otras pueden

madurar gracias mecanismos compensatorios.

1. Refinamiento de los circuitos corticoestriatales durante el desarrollo

Los circuitos corticoestriatales sufren un proceso de refinamiento durante el desarrollo postnatal
normal. Este proceso comenzaria en un estado de alta conectividad corticoestriatal en la infancia
caracterizado por dominios corticoestriatales difusos y altamente superpuestos, una elevada actividad
espontanea estriatal dirigida por entradas corticales y un nivel endogeno de depresion sinaptica muy
bajo (es decir, un estado basal de alta potenciacion). Durante la adolescencia, como resultado de la
experiencia y facilitado por las vias dopaminérgicas, especulamos que los territorios corticoestriatales

se irian reduciendo gracias a un proceso de LTD.

La lesion neonatal de las vias dopaminérgicas revela en los ratones juveniles un patron de conectividad
corticoestriatal espacial mas acotado y estereotipado. Este resultado permite especular que durante la

formacion de los circuitos, la conectividad corticoestriatal seria expandida por las vias dopaminérgicas
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durante una fase critica del desarrollo, la infancia, caracterizada por una mayor capacidad plastica del

sistema.

Durante la infancia, el establecimiento de un mayor nimero de conexiones corticales sobre cada NEM
podria tener un efecto sobre el poder de "asociatividad" del estriado. La mayor asociatividad del
estriado podria impactar fuertemente sobre su capacidad computacional y el establecimiento de un
mayor repertorio de patrones conductuales. Este repertorio seria adquirido a partir de la creciente
exposicion a nuevas experiencias durante la infancia tardia y adolescencia, y determinaria el “estado
final” del sistema, caracterizado por una retraccion neta de conexiones corticoestriatales funcionales,
que podria ser el resultado del podado y estabilizacion sinaptico mediado por mecanismos de
plasticidad sinaptica dependientes de dopamina como la LTD fisiologica del desarrollo. En este
contexto, cabe preguntarse si la pobreza de posibilidades que ofrece el ambiente en el que se
desarrollan los animales de laboratorio no favorecid nuestras chances de observar una retraccion
funcional de la conectividad corticoestriatal. Resulta atractivo especular qué sucederia con las
propiedades fisiologicas del sistema corticoestriatal de animales criados en ambientes enriquecidos o
por el contrario, en ambientes reducidos, ya que se sabe que la complejidad de las espinas dendriticas
de las NEMs aumenta en respuesta a una crianza en un ambiente enriquecido durante la infancia y cual

seria su interaccion con la disponibilidad dopaminérgica durante el desarrollo.

En este tren de ideas, es posible pensar que la lesion dopaminérgica neonatal acotaria las capacidades
computacionales de los ganglios de la base, impactando sobre la flexibilidad conductual de los

animales.

Es interesante recordar que se cree que la dopamina tendria un efecto morfogénico sobre las NEMs
aumentando la formacion de procesos (Schmidt y col. 1996) y que el establecimiento de conexiones
corticoestriatales podria estar regulado por las vias dopaminérgicas (Voorn y col. 1988). Ademas, ha
sido descripto que el circuito corticoestriatal en roedores presenta una expansion de distintos aspectos
anatémicos y neuroquimicos entre la tercera y sexta semana de vida para mostrar una retraccion en

semanas posteriores (Butler y col. 1998). Por otro lado, también fue descripto que durante la segunda
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semana de vida la forma de plasticidad sindptica corticoestriatal mas prominente es la LTP que luego
desaparece para dar lugar a la expresion de LTD (Partridge y col. 2000). Estas evidencias son
consistentes con nuestros resultados funcionales y en conjunto sugieren que las vias dopaminérgicas
cumplirian un rol doble en distintas fases del desarrollo postnatal, promoviendo primero la expansion
funcional de los circuitos corticoestriatales durante un periodo critico de estos circuitos (Soiza-Reilly y
Azcurra 2009) y posteriormente el refinamiento y retraccion de los circuitos moldeado por la

experiencia.

En este sentido, es importante distinguir si los cambios madurativos electrofisiologicos facilitados por
la dopamina son el resultado de una accion crénica o aguda de la dopamina. Si bien no abordamos de
manera directa esta pregunta, los resultados obtenidos por la administracién de anfetamina indican que
algunas caracteristicas pueden revertir de manera aguda, como el enganche de fase, pero otras no,
como la respuesta convergente a la estimulacion cortical. Este resultado es consistente con la idea de
que la dopamina ejerce un efecto estructural sobre el conexionado cérticoestriatal que seria perdurable
en el tiempo y que podria explicar algunas alteraciones funcionales en los ratones adultos. Modelos
animales que permitan afectar transitoriamente los niveles de dopamina cerebrales, en distintas etapas

del desarrollo, seran necesarios para contestar esta pregunta.

2. Establecimiento de los canales paralelos cérticoestriatales y circuitos espirales.

Es sabido que los GB estan relacionados con la adquisicion de condicionamientos pavlovianos,
aprendizajes instrumentales de conductas orientadas a obtener metas y formacion de habitos (Balleine
y col. 2009). Distintos canales corticoestriatales contribuirian con cada uno de estos aprendizajes, que
constituyen sistemas funcionalmente independientes pero que expresan un alto grado de interaccion
(Yin y col. 2008). Esta interaccion podria darse por diversos mecanismos y entre ellos, los circuitos
"espirales" formados por conexiones GABA¢érgicas y dopaminérgicas estriato-nigro-estriatales, que
conectan de manera serial los canales corticoestriatales, podrian ser importantes (Haber y col. 2000).

Un estudio que combino lesiones quimicas con bloqueos farmacoldgicos intraestriatales durante la
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adquisicion de una conducta instrumental y posterior transformacién en habito aport6 evidencia
funcional de la comunicacion entre canales a través de circuitos espirales (Belin y Everitt 2008). La
lesidén neonatal de neuronas dopaminérgicas desconectaria estos circuitos impidiendo la comunicacion
entre canales. En este contexto, la plasticidad cruzada entre canales corticoestriatales que encontramos
en los ratones control, pero que no se expresa en los ratones lesionados, podria deberse a una
desconexion de los circuitos espirales que no serian funcionales en los ratones con destruccion de las

vias dopaminérgicas.

Sin embargo, la comunicacion entre canales corticoestriatales puede darse a través de la superposicion
de dominios corticales en el territorio estriatal (Flaherty y Graybiel 1993). Dado que la plasticidad
corticoestriatal seria un proceso fisiologico que se expresa durante el desarrollo es posible que las vias
dopaminérgicas influyan de manera aguda sobre la funcion y durante el desarrollo sobre el
establecimiento de los canales paralelos corticoestriatales. De hecho, las neuronas estriatales de
ratones juveniles -en comparacion con las de ratones adultos- muestran una elevada probabilidad de
ser reclutadas por estimulos aplicados en dos canales distintos, mientras que la lesion dopaminérgica
neonatal perturba esta propiedad del sistema durante la infancia. Entonces, la segregacion en canales
paralelos, caracteristica de los GB adultos, es adquirida durante el desarrollo y es modulada por las

vias dopaminérgicas.

Esta idea permite pensar que el conexionado de los circuitos corticoestriatales podria ser susceptible
de sufrir alteraciones durante etapas criticas del desarrollo como consecuencia de la exposicion a
compuestos que actien sobre el sistema dopaminérgico y alterar por lo tanto la conducta normal e
incluso ser la base de comportamientos patoldgicos, como la adiccién a drogas o los trastornos
obsesivos compulsivos (Everitt y Robbins 2005). Por ejemplo, es sabido que la exposicion a
psicoestimulantes durante la infancia modifican el uso de cocaina tanto en ratas como en humanos
(pacientes con ADHD) disminuyendo la probabilidad de abuso en humanos adolescentes y
aumentando la probabilidad de convertirse en un estimulo aversivo en ratas adultas (Andersen y col.

2002; Stanwood y Levitt 2004). Es interesante que el balance de la fuerza del conexionado anatomo-

91



funcional entre los canales corticoestriatales podria ser el sustrato de algunos aspectos de la

personalidad relacionados con la adiccion a drogas y las conductas compulsivas (Cohen y col. 2009)

Desde un punto de vista anatomo-funcional, proponemos que la lesion dopaminérgica se traduciria,
entonces, en la formacion de canales paralelos altamente segregados con bajo nivel de comunicacion
entre si. En este escenario, la progresion normal de la informacion entre canales en las distintas fases
de un aprendizaje instrumental que involucrarian a distintos canales de manera serial estaria
interrumpido en los ratones con lesion y afectaria por lo tanto la flexibilidad conductual. Un escenario
posible seria que una vez que una conducta es adquirida y controlada por un canal de los GB, como
por ejemplo un habito, no pueda ser regulada posteriormente por los otros canales para "deshacer" ese

habito.

3. (Existe un rol madurativo de las interneuronas?

Las interneuronas GABA¢érgicas extienden procesos axonales que abarcan grandes areas estriatales y
regulan la excitabilidad de las NEMs a través de un proceso de inhibicion anterograda (feedforward
inhibition) acotando la expansion temporal de los trenes de potenciales de accion descargados por las
NEMs (Tepper y col. 2004; Mallet y col. 2005). Gracias a su localizacion anatomica en el
microcircuito estiratal, podrian actuar transversalemente sobre distintos canales coritcoestriatales
modulando la actividad de un gran nimero de NEMs simultaneamente. Durante el desarrollo
postnatal, la maduracion funcional y morfolégica de las interneuronas ocurre mas temprano que la
maduracion de las NEMs sugiriendo que las interneuronas ademas de regular la funcion del
microcircuito estriatal podrian tener un rol en su maduracion (Plotkin y col. 2005) (Chesselet y col.
2007) (Schlosser y col. 1999). Otras evidencias indican que las interneuronas son mas excitables que
las NEMs, que su funciéon también puede ser modulada por las vias dopaminérgicas y que la lesion
dopaminérgica neonatal reduce el nimero de un subtipo de interneuronas GABAérgicas estriatales

hacia la cuarta semana de vida (Pezzi y col. 2005; Fino y col. 2007).
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En este contexto, el deterioro en el enganche de fase corticoestriatal de los ratones juveniles lesionados
hiperactivos podria reflejar una disminucion de la inhibicion anterdgrada, en tanto que el aumento del
enganche de fase en los ratones adultos podria ser fruto de la maduracion postnatal de las
interneuronas GABA¢érgicas. Este proceso madurativo también podria ser una explicacion alternativa a
la disminucién ontogenética de la actividad espontanea estriatal que habia sido interpretada como un
proceso fisioldgico de depresion corticoestriatal del desarrollo pero que podria reflejar el aumento del
tono GABérgico dentro del estriado, tal como ha sido reportado en otras estructuras cerebrales. Dada
la expansion de los arboles dendriticos de estas neuronas, también podrian estar relacionadas con la

plasticidad cruzada entre canales paralelos corticoestriatales.

Por lo tanto, es interesante plantear la posibilidad de que la maduracion de los circuitos
corticoestriatales dependiente de dopamina ocurra, al menos en parte, a través de la maduracion de las
interneuronas GABAérgicas. Esta posibilidad es atractiva ya que desérdenes neuropsiquiatricos del
desarrollo como la esquizofrenia y el sindrome de Gilles de la Tourette han sido relacionados con

alteraciones en estas interneuronas (Kataoka y col. 2010).

4. ;La lesion dopaminérgica neonatal es un posible modelo de ADHD?

Los hallazgos fisiologicos obtenidos en el modelo de lesion dopaminérgica neonatal presentan
paralelismos interesantes con alteraciones anatomo-funcionales descriptas en pacientes con ADHD.
Por ejemplo, el volumen estriatal de sujetos control durante la infancia es significativamente mayor
que el de pacientes con ADHD. Hacia el final de la adolescencia el estriado de los sujetos control se
reduce de tamafio en mayor medida que el de los sujetos con ADHD, desapareciendo las diferencias
entre ambos grupos y sugiriendo que la conectividad corticoestriatal "normal" es mas profusa en la
infancia y que se refina durante el desarrollo (Castellanos y col. 2002). Nuestros resultados también
muestran una trayectoria madurativa convergente de ciertos parametros corticoestriatales que parten de
valores anormales en la infancia de los animales lesionados (enganche de fase, convergencia de

entradas corticales). En este sentido, nuestros hallazgos podrian ser un correlato funcional de cambios
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estructurales como los revelados en un estudio tractografico que sugiere que la conectividad axonal
corticoestriatal en pacientes con ADHD se encuentra desorganizada durante la infancia y adolescencia

(Ashtari y col. 2005).

Desde un punto de vista funcional, la conectividad corticoestriatal en pacientes con ADHD esta
deteriorada respecto de sujetos normales y las diferencias revierten bajo el efecto de psicoestimulantes
(Cao y col. 2009; Rubia y col. 2009). En los ratones con lesion neonatal, la disminucion del enganche
de fase también revierte con la administracion de psicoestimulantes y este efecto se observa solo en los
ratones que desarrollan hiperlocomocion. Este resultado permite pensar entonces que la disminucion

de la conectividad funcional corticoestriatal podria ser un endofenotipo de la hiperactividad del ADHD

Aunque resulta atractivo establecer un paralelo entre el modelo de lesion dopaminérgica neonatal en
ratones y el ADHD en humanos, existe, ademas de la falta de validez etiologica (ver Introduccion),
una serie de puntos controversiales que deberian ser clarificados. Por un lado, el aporte relativo de la
corteza y del estriado, de los distintos canales corticoestriatales, o de otros sistemas de
neurotransmisores sobre otras conductas asociadas al ADHD -diferentes de la hiperlocomocion-
necesita ser mas estudiado. Es llamativo que el énfasis en la produccion de modelos animales ha sido
puesto en la hiperactividad locomotora que puede ser confundida con otras alteraciones de la conducta
como deficiencias de habituaciéon o un acicalamiento exagerado y sobre todo cuando la conducta mas
prevalente en nifios con ADHD probablemente sea el déficit de inhibicién conductual (Nigg 2001;
Castellanos y Tannock 2002). En nuestras condiciones experimentales no todos los ratones lesionados
presentan el fenotipo hiperlocomotor durante la infancia y otros autores han reportado la presencia de
otros déficit conductuales en relacion a la inhibicion conductual y el aprendizaje de conductas
instrumentales que, especulativamente, podrian estar relacionados con otras alteraciones conductuales
del ADHD (Avale y col. 2004a; Nemirovsky y col. 2009). Es posible, entonces, que la hiperactividad
asociada a una disminucién del enganche de fase corticoestriatal sea s6lo uno de los posibles fenotipos
conductuales inducidos por la lesion y que los ratones lesionados que no desarrollan hiperactividad
presenten alteraciones de otras conductas (impulsividad, atencidn, perseverancia), que podrian ocurrir

paralelamente a otras alteraciones electrofisiologicas corticoestriataes reportadas en esta tesis. Por otro
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lado, dado que nuestro interés inicial en el modelo se centrd en la conducta locomotora, el estudio de
enganche de fase se concentro en la region dorsolateral del estriado, perteneciente al canal “motor” de
los GB. Es posible entonces que los ratones lesionados no-hiperlocomotores presenten déficit
cognitivos asociados con alteraciones de la conectividad funcional corticoestriatal en otros canales o

con alteraciones de plasticidad sinaptica que encontramos en el canal “limbico”.

Entonces, el modelo de lesion dopaminérgica neonatal podria ser util para estudiar las bases
neurofisiologicas de otras patologias asociadas al malfuncionamiento de los canales corticoestriatales,
pero también para el estudio de otras conductas mediadas por los GB, como los aprendizajes

instrumentales, la formacion de habitos y conductas perseverantes.
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MATERIALES Y METODOS

Experimentos

Para evaluar las hipotesis de este proyecto decidimos estudiar aspectos de la conducta, fisiologicos o
neuroquimicos en ratones con lesidn neonatal de neuronas dopaminérgica y ratones con lesion
simulada (ratones control) en dos etapas distintas del desarrollo postnatal. Evidencias experimentales
sugieren que la adolescencia es una etapa critica de la maduracién de los circuitos corticales y
corticoestriatales (Luna 2009). Por lo tanto para nuestros experimentos utilizamos ratones juveniles y
adultos. De acuerdo a la bibliografia (Spear 2000) consideramos que la infancia de los ratones se
expande desde antes del destete (dia postnatal 21) y hasta la pubertad (dia postnatal 40) y que la
adultez comienza luego de finalizado el desarrollo sexual (semana postnatal 8). A fin de controlar una
posible fuente de wvariabilidad, acotamos el rango de edad de los ratones elegidos para los

experimentos a dia postnatal 21 a 35 (infantes) y semana postnatal 12 a 15 (adultos)

Modelo experimental: Lesion dopaminérgica neonatal.

La lesion de neuronas dopaminérgicas en ratones neonatos se obtuvo con la neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). La 6-OHDA es una toxina especifica de neuronas catecolaminérgicas
gracias a que es sustrato de los mecanismos de recaptacion presinapticos de dopamina y noradrenalina.
La administracion combinada de 6-OHDA con desipramina (DMI) -un inhibidor de la recaptacion de

noradrenalina- permite obtener lesiones selectivas de neuronas dopaminérgicas.

La implementacion del modelo experimental en el Laboratorio de Fisiologia de Circuitos Neuronales
fue realizada de acuerdo al protocolo descripto por Avale y colaboradores (2004) utilizando la misma
cepa de ratones (cepa exocriada CF-1 proveniente del bioterio central de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales). Para obtener las crias de raton realizamos un programa de exocria con apareos
poligamicos (2 a 3 hembras por jaula) a fin de obtener camadas numerosas. Los animales fueron
alojados en un bioterio con un ciclo de luz oscuridad 12:12, temperatura controlada (18~22°C) y

acceso a agua y alimento ilimitado.
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Dos dias después del nacimiento (dia postnatal 2) las crias macho de aproximadamente 2g de peso
recibieron una dosis subcutanea de 20mg/kg de desipramina (DMI, bloqueante del transportador de
noradrenalina) a fin de proteger a las neuronas noradrenérgicas de la 6-OHDA (Breese). Media hora
mas tarde, las crias fueron asignadas al azar al grupo control o experimental y anestesiadas por frio en
hielo triturado y recibieron bilateralmente dos inyecciones intraventriculares de vehiculo (grupo
control: dido ascorbico 0,1%) o de una solucion de 6-hidroxidopamina (grupo experimental: 6-OHDA-
HBr 12,5pg/1,5ul; MP Biomedicals, Alemania). Las inyecciones intraventriculares fueron realizadas
bajo la lupa con ayuda de una jeringa de 25 pl (Hamilton) acoplada a una aguja 30 G (tipo Carpule)
utilizando una bomba de micro-infusion (Bee, Bioanalytical Systems) a una velocidad constante de
1,25 pl/min. La aguja fue introducida manualmente en el crdneo de manera vertical, atravesando los
tejidos blandos y la calota del animal (1,1mm por debajo de la piel). Los sitios de inyeccion fueron
determinados a partir del /ambda (1,5 mm anterior) y la linea media (0,6 mm lateral). Mas del 95% de
los ratones sobrevivieron a la cirugia y se recuperaron de la anestesia e inyecciones intracerebrales
dentro de los 5 minutos de finalizada la segunda inyeccion; los ratones que no se recuperaron en ese
periodo fueron sacrificados. Luego de la recuperacion de la hipotermia las crias fueron devueltas a las
jaulas con sus madres en grupos de hasta 8 crias por madre. Alrededor del dia postnatal 24 las crias
fueron destetadas y reubicadas al azar en jaulas de entre 6 y 8 ratones por jaula hasta el dia de los

experimentos.

Conducta locomotora

Evaluamos la conducta locomotora de los ratones en un campo abierto durante un periodo de 30
minutos en la fase luminosa del ciclo luz:oscuridad. La arena conductual constituyé un ambiente
novedoso para todos los ratones juveniles, ya que nunca habian sido expuestos al campo abierto. Para
estudiar el efecto de la maduracién sobre la conducta locomotora un grupo de ratones fue reevaluado
en el mismo campo abierto varias semanas mas tarde, durante la adultez. Para estudiar los efectos de la

anfetamina (Sigma?), medimos la actividad de base en el campo abierto por 30 minutos y
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administramos la anfetamina (4 mg/kg i.p.) en una jaula estandar. Entre 3 y 5 minutos luego de la
inyeccion cada raton fue devuelto a la misma arena para ser medidos durante 30 minutos adicionales.

Antes de poner un ratébn nuevo en el campo abierto, la arena se limpid con una solucion de Tego 1%.

Equipos de medicion

Un grupo de ratones fue medido en el "Campo abierto 1", un actometro de fuerza (force plate
actometer, Fowler y col. 2001) construido ad-hoc (Galifianes 2003). La arena conductual de este
equipo es un area cuadrada de 30 cm de lado con paredes laminadas de blanco de 20 cm de altura. El
piso del equipo de plastico corrugado semi-transparente estd acoplado a cuatro sensores de peso
ubicados en las esquinas cuya funcion es sensar la posicion del animal dentro del campo abierto.
Cuanto mas cerca se encuentra el animal de una esquina mayor es el peso relativo que mide ese sensor.
Mediante la combinacion lineal de las mediciones de los cuatro sensores es posible calcular la
posicion relativa en el eje x e y del campo abierto con una resolucion espacial < 1 mm y una resolucion

temporal de 1 ms.

Otro grupo de ratones fue medido en el "Campo abierto 2". La arena conductual es un area cuadrada
de 40 cm de lado y 40 cm de alto, construida en poliestireno de alto impacto negro. Los ratones fueron
videograbados en el campo abierto con una camara digital. Las trayectorias de los ratones en el campo
abierto fueron reconstruidas utilizando un software de "tracking" (Video Spot Tracker,

http://cismm.cs.unc.edu/resources).

Tanto para el caso de las mediciones en el Campo abierto 1 y 2 calculamos la distancia total recorrida

a partir de la reconstruccion de la trayectoria de cada raton.

Experimentos Electrofisioldgicos

Anestesia y preparacion experimental

Todos los registros electrofisioldgicos fueron realizados in vivo en ratones anestesiados con uretano

(1,2 - 1,5 g/kg, i.p.). Bajo esta anestesia, la actividad global del cerebro se asemeja a la actividad de
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suefio de onda lenta . Un anestésico local (0,1 ml de clorhidrato de bupivacaina, solucion al 5%) fue
administrado subcutaneamente en la zona de incision 30 minutos antes de colocar al raton en un marco
estereotaxico. Con un torno de dentista se realizaron dos perforaciones en la calota por encima de la
region frontal de la corteza y del estriado dorsolateral, de acuerdo al atlas de raton de (Paxinos y
Franklin 2001). A través de esas perforaciones se insertaron los electrodos para los registros de la
actividad bioeléctrica. A lo largo del experimento, suplementos adicionales de uretano fueron
administrados por via subcutanea (0,3 g-kg s.c. cada 2 6 3 horas) a fin de mantener un nivel constante
de anestesia. El plano anestésico se evalud periodicamente a través de la ausencia del reflejo de
retirada del miembro trasero. Otra medida adicional utilizada para mantener condiciones comparables
de registro entre experimentos fue la actividad electrocorticografica. La temperatura de los animales se
mantuvo constante a 37°C mediante una manta térmica controlada por retroalimentacion (Fine Science

Tools, Vancouver, Canada).

Tipos de registro

Los distintos tipos de registro estan sintetizados en el Cuadro M.1. En todos los experimentos se
registro el electrocorticograma (ECoG) a través de un macroelectrodo bipolar concéntrico (SNE-100,
Better Hospital Equipment, EEUU. Diametro del contacto externo: 0,25 mm, diametro del contacto
interno: 0,1 mm, separacidn entre contactos: 0,75 mm, altura de cada contacto: 0,25 mm) implantado
en la region motora de la corteza frontal (2 mm anterior al bregma, 1,3 mm lateral a la linea media y
1,1 mm por debajo de la superficie de la corteza; Franklin y Paxinos, 2000) de modo tal que el
contacto externo quedara ubicado en la superficie de la corteza y el contacto interno en las capas
profundas de la corteza. La sefial de este electrodo permitié obtener un registro diferencial de la
actividad de campo cortical (ECoG. Filtros: 0,1-300 Hz; amplificador: Lab1l, Akonic, Buenos Aires,
Argentina). En algunos experimentos estimulamos eléctricamente la corteza frontal a través de dos
macroelectrodos (SNE-100, Better Hospital Equipment,) ubicados en las regiones cingular (2 mm
anterior al bregma, 0,8 lateral a la linea media y 1,1 ventral a la superficie del cerebro) y prelimbica (2

mm anterior al bregma, 0,5 lateral a la linea media y 2,1 ventral a la superficie del cerebro).
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Para llevar a cabo el objetivo de cada experimento, realizamos diferentes tipos de registro de la

actividad electrofisiologica extracelular del estriado en simultaneo con el electrocorticograma.

Potenciales de accion con multielectrodo. La serie de experimentos de la Seccion II de los Resultados
fueron realizados con un multielectrodo de 16 canales distribuidos en dos "patas" de 8 contactos cada
una con una separacion de 500 um y una separacion vertical entre contactos de 200 um (NeuroNexus
Technologies, Ann Arbor, MI). La sefial proveniente de 12 de los 16 canales fue filtrada y amplificada
(0,3-3 kHz, digitalizada a 20 kHz). El area relativamente grande y la impedancia relativamente baja de
cada contacto permite registrar la actividad simultdnea un volumen estriatal considerable y obtener
potenciales de accion multiunitarios provenientes de varias neuronas. Las ventajas de esta tecnologia
(estabilidad de la sefial a lo largo de horas de registro y el gran numero de unidades registradas
simultdneamente en un area extensa) la hacen conveniente para estudios farmacoldgicos (Zold y col.
2007). Implantamos este electrodo en la region dorsolateral de la porcion rostral del estriado (angulo
de 20° en el plano coronal, 0,8~1,0 mm anterior al bregma, 2,5-3,0 mm lateral a la linea media y

3,0~3,2 mm debajo de la superficie del cerebro).

Potenciales de accion con pipetas de vidrio. La serie de experimentos de mapeo de la actividad
estriatal de la Seccion III y parte de los resultados de la Seccion V fueron obtenidos con micropipetas
de vidrio rellenas con NaCl 2M y 1% del colorante Chicago Sky Blue. La senal recogida por la pipeta
de vidrio fue amplificada y filtrada (0,3-3 kHz, digitalizada a 10kHz). La impedancia relativamente
alta de estos electrodos (5—12 MQ, in vitro at 1 kHz) permite registrar la actividad electrofisioldgica de
un volumen extracelular acotado y por lo tanto obtener una gran proporcion de registros con unidades
aisladas (es decir registros de neuronas unicas), que resulta ventajoso para estudiar la tasa de descarga
y la respuesta a la estimulacion eléctrica de neuronas tnicas. Por el contrario, electrodos de mayor area
de contacto o menor impedancia favorecen la deteccion de potenciales de accidon provenientes de

multiples unidades tanto en registros de actividad espontanea como evocada.

Potenciales de campo evocados. Los experimentos de plasticidad corticoestriatal de la Seccion IV y V

fueron realizados con un multielectrodo de 8 canales distribuidos en una "pata" con una separacion
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vertical de 200 um (NeuroNexus Technologies, Ann Arbor, MI). La sefial recogida simultdneamente
por los 8 canales fue amplificada y filtrada (0,1-300 Hz digitalizada 10 kHz). El area y la impedancia
de estos contactos permite registrar el potencial de campo local estriatal con suficiente estabilidad para
realizar registros de varias horas. Estudiamos la respuesta a la estimulacion eléctrica de la region
cingular y prelimbica de la corteza (potenciales de campo evocados) aplicando pulsos de corriente
constante (0,3 ms de duracién a 0,5 Hz, 100-500 pA). Este tipo de registros ha sido utilizado
ampliamente in vitro, pero también in vivo para el estudios de plasticidad sinaptica. En la literatura,
especialmente in vitro, los potenciales de campo evocados son referidos como potenciales excitatorios

poblacionales (population EPSP) o potenciales de accion poblacionales (population spike).
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Cuadro M.1 Verificacion histolégica y trazos representativos de la actividad elec-
trofisioldgica registrada.

A la izquierda esquemas coronales de atlas de ratdn representativos de las regiones de
interés registradas electrofisiolégicamente y el sitio de registro intentado. En el medio,
fotomicrografias con la verificacion histologica post-mortem de la ubicacién final de los
electrodos luego de los experimentos de electrofisiologia. A la derecha trazados repre-
sentativos de los registros electrofisiolégicos obtenidos con cada tipo de electrodo.




Estrategia experimental

Efecto de la anfetamina. Para estudiar el efecto de la anfetamina sobre los circuitos corticoestriatales y
establecer un correlato con el efecto conductual de la droga, registramos potenciales de accion
estriatales con un multielectrodo de 16 canales (NeuroNexus). Luego de ubicar el mulitelectrodo en la
region estriatal de interés, elegimos una posicion final que maximizara el numero de contactos con
potenciales de accidon espontaneos con buena relacion sefial:ruido. Luego de verificar la estabilidad del
registro por al menos media hora, comenzamos a registrar la actividad espontanea en bloques de 3
minutos. Al cabo de al menos media hora de actividad de base, administramos anfetamina (la misma
dosis utilizada para los experimentos conductuales) y registramos el efecto de la anfetamina por 30 —
45 minutos adicionales. Para facilitar el analisis posterior tuvimos especial cuidado durante el
experimento de obtener tramos de actividad con el ECoG en estado de onda lenta. Adicionalmente,
entre registros de actividad espontanea estudiamos el efecto de la estimulacion cortical en la region

prelimbica y cingular de la corteza frontal.

Mapeo estriatal. La estrategia de mapeo consistid en un relevamiento sistematico de todos los sitios
con actividad espontanea en trazos verticales de 1~2 mm de longitud. Con un micromanipulador
hidraulico (Stoelting, EEUU) avanzamos una micropipeta de vidrio a una velocidad de 10 a 20 um por
minuto hasta alcanzar un sitio con descargas espontaneas. Utilizamos una velocidad de avance muy
baja ya que las neuronas estriatales tipicamente presentan tasas de descarga muy bajas en los animales
anestesiados. Cada sitio activo fue registrado por al menos 3 minutos y las unidades que descargaban
menos de 1 potencial de accion por minuto fueron descartadas de los analisis. Estudiamos también la
respuesta de neuronas Unicas a la estimulacion eléctrica cortical (excitabilidad extrinseca) a través de

los macroelectrodos implantados en las regiones cingular y prelimbica.

Respuesta a la estimulacion cortical. Para estudiar la respuesta de neuronas estriatales aisladas
(regsitradas con micropipetas) a la estimulacion cortical, aplicamos series de 20~30 pulsos de
corriente constante (0,3 ms de duracién a 0,5 Hz, 100-500 pA; unidad de aislacion Iso-Flex y

estimulador Master 8, AMPI, Jerusalem, Israel) a través de los macroelectrodos implantados en la

103



region prelimbica o cingular de la corteza frontal. Dada la baja actividad espontanea de las neuronas
estriatales, consideramos que una unidad respondia a la estimulacion eléctrica si descargaba
potenciales de accidon por lo menos en el 20% de los eventos de estimulacion a la méxima corriente
evaluada (500 pA) entre 10 y 15 ms después de la estimulacion cortical. Para varias unidades aisladas
pudimos determinar una corriente de estimulacion que evocaba descargas en aproximadamente el 50%

de los eventos de estimulacion y esa intensidad de corriente la llamamos 150%.

Plasticidad corticoestriatal. Para estudiar la plasticidad corticoestriatal medimos los potenciales de
campo estriatales evocados por estimulos en la corteza frontal antes y después de la aplicacion de un
protocolo de estimulacion de alta frecuencia (protocolo de plasticidad). Estudiamos la fuerza de la
conectividad corticoestriatal durante un periodo de base a través de 4 bloques de estimulacion cortical
(periodo control) y evaluamos el efecto de largo término causado por la estimulacion de alta
frecuencia con 6 bloques adicionales de estimulacion (periodo “test”). Cada bloque de estimulacion
consistié en 50 pulsos pareados (intervalo entre pares de pulsos 50 ms) aplicados una vez cada 5
segundos. La intensidad de estimulacion fue de 350 pA (pulsos cuadrados de corriente constante de

0,3 ms de duracion).

El protocolo de estimulacion de alta frecuencia consistio en 4 trenes de 100 pulsos a 750 pA y 1
segundo de duracion. La separacion entre trenes fue de 10 segundos. En todos los experimentos de
plasticidad la estimulacion de alta frecuencia se aplico a la region prelimbica de la corteza frontal y se
midio el cambio de la amplitud de los potenciales estriatales evocados por estimulacion en la misma
region cortical (plasticidad homotipica o directa). En algunos experimentos fue posible medir la
respuesta evocada a estimulos aplicados en la corteza cingular y estudiamos en estos experimentos la

plasticidad heterotipica o cruzada

Una esquematizacion de la estriategia de plasticidad sindptica junto con una caracterizacion de los

potenciales de campo puede verse en el Cuadro M.3.
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Analisis de senal

El analisis de los registros electrofisiologicos fue llevado a cabo mediante rutinas programadas en

Matlab.

Clasificacion de espigas mulitiunitarias. Los potenciales de accion extracelulares multiunitarios
registrados con los multielectrodos NeuroNexus fueron clasificados con una rutina de analisis
semiautomatica (Wave_Clus, Quian Quiroga 2004) utilizando criterios previamente publicados por el
laboratorio (Zold 2007) con el fin de individualizar los potenciales de accion proveniente de neuronas
diferentes. Brevemente, la rutina extrae caracteristicas de la forma de onda de las espigas registradas y
realiza una clasificaciéon automatica en “unidades” a través de una técnica superparamagnética.
Mediante la modificacion de un parametro llamado “Temperatura” se puede variar el nivel de
permisividad o estrictez con el que una espiga es considerada que pertenece a una unidad o es
clasificada como ruido. A mayores temperaturas las espigas son clasificadas en una gran cantidad de
unidades diferentes y a menores temperaturas todas las espigas son clasificadas en una misma unidad.
La utilizacion de criterios de clasificacion estrictos aumenta la probabilidad de que todas las espigas
clasificadas en una unidad provengan de la misma neurona, pero paralelamente aumenta el riesgo de
que algunas espigas de esa neurona sean clasificadas como ruido o pertenecientes a una unidad
diferente. Mediante la inspeccion visual de la forma de onda de las espigas, de los histogramas inter-
espigas y utilizando criterios estrictos de clasificacion recuperamos un maximo de 3 unidades
diferentes por sitio de registro correspondientes a neuronas unicas (Zold 2007). Utilizamos criterios
tan estrictos para aumentar la robustez de los estudios de conectividad funcional corticoestriatal (ver

mas adelante).

Clasificacion de espigas registradas con micropipetas. Los potenciales de accion registrados con
pipetas de vidrio de los experimentos de mapeo estriatal generalmente correspondian a unidades
unicas y por lo tanto fueron extraidos del ruido por discriminacion de amplitud, es decir, se recupero
las espigas de potencial extracelular que tuvieran una relacién sefial:ruido mayor a dos. Si bien los

registros extracelulares con pipetas de vidrio favorecen el registro de potenciales de accion
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provenientes de una unica neurona, es posible registrar potenciales de accion multiunitarios en los
casos en que cerca del sitio de registro hay un conglomerado de neuronas espontaneamente activas.
Entonces, de acuerdo a esto, los sitios registrados fueron clasificados como sitios con unidades
aisladas o sitios con conglomerado de neuronas. El mapeo sistematico de la actividad espontanea
estriatal permitio estimar la densidad de neuronas espontaneamente activas a partir del nimero total de

sitios espontaneamente activos y la longitud total del trazo de registro.

Descomposicion wavelet y enganche de fase. Para estudiar la conecticvidad funcional entre la corteza
y el estriado estudiamos distintos rangos de la actividad frecuencial del electrocorticograma. Mediante
una transformacion wavelet filtramos el ECoG en tres bandas que retuvieron distintos componentes
frecuenciales. La banda 1 retuvo la actividad entre 0,4 y 1 Hz con un pico espectral alrededor de 0,8
Hz, la banda 2 entre 1,5 y 4 Hz con pico en 2,2 Hz y la banda 3 entre 4 y 10 Hz. Las bandas 1,2y 3
fueron procesadas para calcular la fase instantanea con una resolucion temporal de 2 ms utilzando la

transformada de Hilbert (Kasanetz 2006).

Estudiamos la conectividad funcional corticoestriatal a través del enganche de fase entre los trenes de
potenciales de accion de las neurona estriatales y las bandas 1, 2 y 3 del ECoG. Para cada par neurona
estriatal - ECoG registrados simultaneamente, computamos cual era la fase instantdnea de las bandas
1, 2 y 3 en el momento en que la neurona estriatal descargaba potenciales de accioén. El conjunto de
fases instantaneas para cada banda fue analizado mediante estadistica circular con el test de Rayleigh
de distribuciones circulares uniformes. Si la descarga de potenciales de accion ocurre en cualquier fase
de la onda entonces la distribucion circular sera uniforme. Por el contrario, si los potenciales de accion
estriatales ocurren en una fase “preferida” de la actividad cortical la distribucion circular sera no-
uniforme. El valor del estadistico p del test de Rayleigh permite estimar la desviacion de la
uniformidad y el parametro dispersion circular permite estimar la concentracion de la descarga de
potenciales de accion alrededor de una fase determinada de la onda cortical (Fisher 1993). Utilizamos
ambos parametros como estimadores del enganche de fase corticoestriatal (Siapas 2005). La técnica de
enganche de fase es sensible al nimero total de eventos analizados, por lo tanto las unidades que

descargaron menos de 30 potenciales de accion durante el registro no fueron incluidas en el analisis.
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Cuadro M.2 Estudio del enganche de fase y descomposicién wavelet

El cuadro superior es una caricatura de dos neuronas hipotéticas con actividad ténica (independiente) y otra con
actividad fasica (modulada) por la onda “0”. Mediante el estudio de la distribucién de fases instantaneas, sila "neurona”
el valor estadistico p del test de Rayleigh para distribuciones circulares
uniformes tendera a 1 y la dispersion circular (5) tomara valores crecientes, indicando un bajo enganche de fase. Por
el contrario, si la neurona descarga en una fase preferida de la onda "0" el estadistico p de Rayleigh tiende a cero y la
dispersion circular toma valores bajos, indicando un alto enganche de fase (Siapas y col 2005, Fisher 1993).

La parte inferior de la figura corresponde a un registro real del electrocorticograma (ECoG) y una neurona estriatal a
los que les estudiamos el enganche de fase. El ECoG es filtrado utilizando una transformacion wavelet y las fases

descarga en cualgquier fase de la onda "0”,

instantaneas de cada transformada se obtienen a partir de la funcion de Hilbert (Kasanetz y col. 2006)

107




Potenciales de campo evocados. Caracterizamos los potenciales evocados que correlacionan con la
descarga de potenciales de accion estriatales y con los potenciales despolarizantes postsinapticos
(Cuadro M.3). Gracias a su gran estabilidad resultan adecuados para estudiar procesos de larga

duracion, como la plasticidad sinaptica.

Potenciales de accion
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Cuadro M.3. Caracterizacion de los potenciales de campo estriatales evocados y protocolo de LTD

A. Ejemplo representativo de la actividad estriatal evocada por 20 estimulos a 350 uA en la corteza prelimbica, Registramos el potencial de
campo local estriatal evocado simultdneamente con los potenciales de accion multiunitarios. Notar que el pico negativo del potencial de
campo local coincide temporalmente con el pico maximo de disparo de potenciales de accion.

B. La correlacion entre el potencial de campo evocado y el "Area de Potenciales de Accion” indica que el potencial de campo local es
generado localmente y refleja la actividad de potenciales de accion estriatales. Cada punto corresponde a un animal diferente (N=28)

C Relacidn Intensidad-Respuesta entre la estimulacion cortical y la amplitud normalizada del potencial de campo estriatal. Las curvas
corresponden a 3 animales CONTROL y 3 6-OHDA juveniles. Las lineas corresponden a la regresion lineal para cada juego de datos. La
amplitud del potencial evocado aumenta lineaimente con la intesidad de estimulacion cortical para el rango de estimulacion estudiado

D. Correlacién entre la amplitud del potencial de campo estriatal y la amplitud del potencial excitatorio postsinaptico (PEP) de una neurona
estriatal registrada intracelularmente cerca del electrodo de campo. El pico del PEP coincide temporalmente con el pico positivo del potencial
de campo y correlaciona con la amplitud del potencial de campo estriatal. Los datos corresponden a las respuestas evocadas por estimulos
a 300 y 500 pA.

E. Protocolo de induccion y evaluacion de LTD corticoestriatal. Se registrd la actividad de base para la respuesta a la estimulacion en la
region cingular (Cg) y prelimbica (Prl) a fraves de una serie de pulsas control y luego se aplico el protocolo de estimulacion a alta frecuencia
en la region prelimbica. Evaluamos los cambios en la respuesta a la corteza Prl (plasticidad “homotipica’) y Cg (plasticidad “heterotipica”)
por mas de una hora y media luego de la induccion de plasticidad.
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Histologia

Al finalizar los experimentos electrofisiologicos los ratones recibieron una dosis letal de uretano y
fueron perfundidos tanscardiacamente con 10 ml de salina fria y 20 ml de paraformaldehido 4% en
buffer fosfato 0,1M. Los cerebros fueron extraidos y crioprotegidos en una soluciéon PB 0,1M y 15%
sacarosa para ser procesados histologicamente. El tejido fue cortado en un micrétomo de congelacion
en secciones coronales de 40 um. Los cortes fueron preservados en una solucién de PB 0,IM con

azida de sodio 0,1%.
Verifiacion histoldgica de los sitios de registro electrofisiologicos

La localizacion de los macroelectrodos implantados en la corteza se verifico mediante la tincion de
nissl con el colorante safranina (0,2% en solucion de acido acético al 1%). Al finalizar los registros
con micropipetas de vidrio se realizd un depdsito iontoforético de chicago sky blue que se utiliz6 para
reconstruir los trazos realizados. La localizacion de la posicion final de los multielectrodos
NeuroNexus se confirmé mediante la visualizacion de un depdsito a lo largo del trazo del electrodo del

compuesto fluorescente Dil (Cuadro M.1)
Inmunohistoquimica contra la tirosina hidroxilasa

Para evaluar el grado de lesion del sistema dopaminérgico nigroestriatal provocado por la 6-OHDA
realizamos una técnica de inmunohistoquimica para detectar la enzima tirosina hidroxilasa en
secciones del estriato y la sustancia nigra, sitios donde se encuentran las terminaciones sinapticas y los
somas de las neuronas dopaminérgicas respectivamente. Los cortes fueron preincubados con albimina
bovina 1% (en PBS 0,1M) para reducir la union inespecifica de los anticuerpos, luego fueron
incubados con el anticuerpo policlonal primario dirigido contra la enzima tirosina hidroxilasa (anti-TH
P40101-0, Pel-Freez, en 1:1000 en PBS 0,1M y timerosal 0,02%) durante 24-48 hs. La deteccion de la
enzima se realiz6 por exposicion a un anticuerpo secundario biotinilado (anticonejo de Vector Labs,
1:200 en PBS 0,1M y timerosal 0,02%) y posterior incubacidén con un complejo biotina-estreptavidina-
peroxidasa (complejo AB 1:100 en PBS 0,1M) (ABC Elite, Vector Labs). El revelado se llevd a cabo

con diaminobenzidina (DAB). (Adelbrecht y col 1997). La tirosina hidroxilasa es la enzima limitante
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en la sintesis de catecolaminas y esta presente Unicamente en neuronas catecolaminérgicas (revisado

por Flatmark, 2000).

Inmunohistoquimica contra el transportador de serotonina

Para estudiar la hiperinervacion

Inmunohistoquimica contra la
Tirosina Hidroxilasa a nivel del estriado

y del mesencéfalo de ratones adultos compensatorio a la lesion dopaminérgica

serotoninérgica estriatal, que es un fenémeno

__CONTROL G-OhIBA neonatal  realizamos  ensayos  inmuno-

@ 5 histoquimicos para detectar la presencia de
i L 7
. 4

Imm fibras serotoninérgicas estriatales utilizando el

transportador de serotonina (SERT, Avale). Las

L SN:‘ VTA ,I : (B vTA 'I" g
. secciones que contenian la region frontal del
Imm

estriado fueron preincubados en suero normal
de cabra (NGS) al 4% (en PBS 0,1%, triton X-100 0,25%) e incubados a temperatura ambiente
durante 12 horas con un anticuerpo policlonal primario (anti-SERT PC177L, Calbiochem, 1:4000 en
PBS 0,1 M, Triton X-100 0,15%, NGS 2%). La deteccion de la enzima se realizd por exposicion a un
anticuerpo secundario biotinilado (anticonejo de Vector Labs, 1:250 en PBS 0,1M y Triton X-
100 0,25%) y posterior incubacidén con un complejo biotina-estreptavidina-peroxidasa (complejo AB

1:125 en PBS 0,1M, ABC Elite, Vector Labs). El revelado se llevé a cabo con DAB.

Anadlisis de las reacciones inmunohistoquimicas

Para realizar las mediciones cuantitativas y semi-cuantitativas de neuronas dopaminérgicas y densidad
de fibras dopaminérgicas residuales y la hiperinervacion serotoninérgica estrital, el revelado de las
reacciones inmunohistoquimicas con DAB se llevo a cabo controlando el tiempo de reaccion a 4
minutos revelando simultdneamente cortes correspondientes a todos los animales (control y

lesionados) de cada grupo experimental.

Las secciones fueron visualizadas con un microscopio Eclipse 50i (Nikon) equipado con una camara

digital de alta calidad (Optronics MicroFire S99808). Contabilizamos el numero de neuronas TH+ en
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la sustancia negra y el area tegmental ventral en tres secciones por raton, localizadas 3,0 3,28 y 3,52
mm caudal al bregma (Franklin y Paxinos). Todos los somas con un nucleo y al menos un proceso
fueron contadas con un sistema semiautomatico que permite marcar digitalmente la posicion de las
células contadas (Mercator Pro, ExploraNova). Dado que el estriado de los ratones con lesion
dopaminérgica neonatal presenta células TH+ (Huot and Parent, 2007), también contabilizamos estas
neuronas en los ratones lesionados en un area de 0,16 mm2 en el estriado dorsal y en el nicleo
accumbens; la alta densidad de fibras dopaminérgicas estriatales imposibilitd detectar la presencia de

este tipo de neuronas en los ratones del grupo control.

Para estimar de modo semicuantitativo la inervacion dopaminérgica (TH) y serotoninérgica (SERT)
medimos la densidad 6ptica (DO) en regiones del prosencéfalo utilizando el atlas de ratén de Franklin
y Paxinos (2001) para delinear las estructuras de interés. Las mediciones para la TH y para la SERT
fueron realizadas en ambos hemisferios utilizando dos secciones coronales. Los valores de DO fueron
obtenidos mediante la conversion de las imagenes digitalizadas en iguales condiciones de luminosidad
a una escala de 256 valores de escala de grises con el software Image/ (NIH). La marcacion
inespecifica (background) medida como la DO del cuerpo calloso fue sustraida de las regiones de

interés.
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