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Rol de la dopamina en la maduracién postnatal del sistema cdrticoestriatal y
conductas dependientes del mismo

RESUMEN

Los ganglios de la base (BG) son nucleos subcorticales interconectados con la corteza cerebral que estan
involucrados en el control motor voluntario y distintos aspectos de la conducta y el aprendizaje. La
dopamina es un regulador clave del flujo de informacién desde la corteza al estriado, el principal nucleo
de entrada de los BG. Algunas de las alteraciones conductuales observadas en desérdenes
neuropsiquiatricos tales como el sindrome de Tourette, el trastorno de déficit de atencién con
hiperactividad y el desorden obsesivo compulsivo, son atribuidas a alteraciones madurativas de los
circuitos corticoestriatales y su modulacion dopaminérgica. Sin embargo, poco se sabe acerca del
desarrollo funcional de estos circuitos y del rol de la dopamina en este proceso.

El objetivo general de esta tesis es estudiar los mecanismos postnatales de la maduracion del sistema
corticoestriatal y su conexidn con la adquisicidon de conductas normales y patoldgicas. Nuestra hipétesis
es que las neuronas dopaminérgicas son importantes durante el desarrollo postnatal para el desarrollo
funcional y anatdmico de la conectividad cérticoestriatal, y que alteraciones en este proceso dan lugar a
condiciones neuropsiquiatricas.

En este trabajo encontramos que la lesidn neonatal de neuronas dopaminérgicas ocasiona déficits
duraderos en el balance entre la busqueda de recursos, tanto nutricionales como sociales, y el
aprovechamiento de los mismos. Estos déficits emergen temprano en el desarrollo y empeoran en la
vida adulta, en particular aquellos relacionados a la exploracién global de ambientes complejos. Por otro
lado, estudios electrofisiolégicos in vivo y reconstrucciones morfoldgicas de las neuronas de proyeccion
estriatales revelaron alteraciones corticoestriatales asociadas al fenotipo comportamental. Mas
especificamente, en los animales con lesidn neonatal de neuronas dopaminérgicas se observd una
reducciéon de la conectividad funcional corticoestriatal que afecta las entradas provenientes de la
corteza prelimbica mds marcadamente que las provenientes de las corteza cingular y motora. La
atenuacién en la conectividad observada para los inputs prelimbicos es mas marcada en el adulto
lesionado respecto del juvenil, se relaciona con una mayor susceptibilidad por sufrir procesos de
depresion sindptica corticoestriatal, y se asocia a una contraccion del arbol dendritico de las neuronas
de proyeccion estriatales, sin cambios en la densidad de espinas dendriticas.

En conjunto, estos resultados son consistentes con la idea de que las neuronas dopaminérgicas son
esenciales durante el desarrollo postnatal para la maduracidén funcional y estructural del sistema
cOrticoestriatal. Desde una perspectiva bottom-up, nuestros hallazgos sugieren que condiciones
neuropsiquidtricas presumiblemente relacionadas a alteraciones dopaminérgicas tempranas podrian
presentar alteraciones en el reclutamiento de los circuitos cdrticoestriatales durante tareas de
exploracién y sociales.

Palabras Clave: Dopamina, Corteza Frontal, Estriado, Neurodesarrollo, Enfermedades
Neuropsiquiatricas, Modelos Animales, Electrofisiologia in vivo.



Role of dopamine in the maturation of the corticostriatal system and
exploratory and social behaviors.

ABSTRACT

Basal Ganglia (BG) comprise multiple subcortical nuclei involved in voluntary motor control and several
aspects of behavior and learning. Dopamine is a key regulator of cortical information flow through the
striatum, which is the main input nucleus of the BG. Some of the behavioral alterations observed in
neuropsychiatric disorders such as Tourette syndrome, Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD)
and Obsessive Compulsive Disorder have been attributed to developmental alterations in dopaminergic
and corticostriatal circuits function. However, little is known about the functional development of these
circuits and dopamine involvement in it.

The general aim of this thesis is to study corticostriatal postnatal maturation and its connection with the
acquisition of normal and pathological behaviors. Our hypothesis is that dopaminergic neurons activity
is important during infancy and adolescence for the functional and anatomical development of
corticostriatal connectivity, and that alterations in this process may lead to neuropsychiatric conditions.
We found that early postnatal dopaminergic lesions cause long-lasting deficits in exploitation of shelter,
social and nutritional resources, and an imbalanced exploratory behavior, where non-directed local
exploration is exacerbated while sophisticated search behaviors involving sequences of goal directed
actions are degraded. Importantly, some behavioral deficits do not diminish after adolescence but
instead worsen or mutate, particularly, those related to the exploration of wide and spatially complex
environments. In vivo electrophysiological recordings and morphological reconstructions of striatal
medium spiny neurons reveal corticostriatal alterations associated to the behavioral phenotype. More
specifically, we found an attenuation of corticostriatal functional connectivity affecting medial
prefrontal inputs more markedly than cingulate and motor inputs. The reduction of prefrontostriatal
inputs is more marked in adult lesioned mice compared to juvenile mice, and is related to an increase of
corticostriatal long term depression. Moreover, these changes are accompanied by a contraction of the
dendritic arbor of striatal projection neurons without changes in spine density.

Thus, dopaminergic neurons are essential during postnatal development for the functional and
structural maturation of corticostriatal connections. From a bottom-up viewpoint of neuropsychiatric
disease modelling, our findings suggest that neuropsychiatric conditions presumably linked to
developmental alterations of the dopaminergic system should be evaluated for deficits in foraging
decision making, alterations in the recruitment of corticostriatal circuits during foraging and social tasks,
and structural disorganization of the frontostriatal connections.

Key words: Dopamine, Frontal Cortex, Striatum, Neurodevelopment, Neuropsychiatric disorders, Animal
Models, in vivo Electrophysiology.
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INTRODUCCION

I) Circuitos corticoestriatales y ganglios de la base

Mejor conocidos por sus funciones motoras, los circuitos de los ganglios de la base (GB)
sustentan formas de condicionamiento instrumental que modelan conductas orientadas a
alcanzar metas y hdbitos (Yin & Knowlton 2006; Graybiel 2008; Pennartz et al. 2009). Estdn
involucrados no sélo en la expresion de conductas a través del control del movimiento, sino
también en los procesos cognitivos, motivacionales y emocionales que llevan a su ejecucion.
Fallas en el funcionamiento de estos circuitos dan origen a diversas condiciones
neuropsiquidtricas, tales como la enfermedad de Parkinson, el sindrome de Tourette, el
desorden obsesivo-compulsivo, el déficit de atencion con hiperactividad y el abuso de drogas. En
esta seccion nos enfocaremos en describir el conexionado de los ganglios de la base y su rol en
la conducta. Nos centraremos en el circuito corticoestriatal y su regulacion por la dopamina, el

cual serd objeto principal de estudio en este trabajo.

I.1) Ganglios de la base: generalidades

Los GB son un grupo de nucleos subcorticales interconectados que procesan informacion
proveniente de la corteza cerebral y modulan la actividad de ésta a través de circuitos de

retroalimentacién tdlamo-corticales (figura 1.1).



Figura I.1: A. Esquema de las via directa e indirecta. B. Esquema de un corte sagital de cerebro de ratén
indicando las estructuras que forman los ganglios de la base. Las neuronas estriatales medianas (NEM)
que constituyen la via directa se conectan directamente con los nucleos de salida (EP: nucleo
entopeduncular en roedores, homdlogo del globo pdlido interno de los primates; SNr: sustancia negra
parte reticulada). Por otro lado, las NEM que forman la via indirecta se conectan con los ntcleos de
salida a través de los nucleos intermedios (globo pdlido externo -GP- y ntcleo subtaldmico -NST-).



Los GB estan formados por un nucleo principal de entrada constituido por el estriado dorsal
(caudado y putamen en primates) y el nicleo accumbens, los nucleos intermedios que incluyen
al globo palido (globo palido externo en primates) y nucleo subtaldmico (NST), y los ntcleos de
salida, que incluyen al nucleo entopeduncular (globo pdlido interno en primates) y la sustancia
negra parte reticulada (SNr). Ademas, la porcién compacta de la sustancia negra (SNc) y el area
tegmental ventral (ATV) cumplen un rol clave en la regulacién de los GB liberando dopamina

(DA) en el estriado dorsal y nucleo accumbens.

El estriado es el nucleo principal de entrada de los ganglios de la base. Recibe proyecciones
glutamatérgicas desde practicamente toda la corteza cerebral y desde nucleos intralaminares y
especificos del talamo (figura 1.1, ver seccidn LIl la figura 1.3). Este nucleo es particular en
cuanto a su carencia de neuronas glutamatérgicas (ver descripcion del microcircuito estriatal en
la seccidn siguiente). La mayoria de sus células son GABAérgicas, incluyendo el tipo principal de
neuronas de proyeccién estriatales llamadas neuronas espinosas medianas (NEM). Las NEM se
caracterizan por su alta densidad de espinas y pueden ser divididas en dos subtipos de acuerdo
a sus proyecciones axonales y sus patrones de expresion génica (Gerfen et al. 1990; Smith et al.

1998).

El procesamiento de informacidn cortical en los GB ocurre a través de dos rutas: las vias directa
e indirecta (Albin et al. 1989). La via directa se origina en las NEM estriatonigrales (ANEM) que
proyectan de manera monosinaptica a los nucleos de salida (EP y SNr) y expresan
principalmente el receptor de dopamina D1 (D1R). A su vez, éstos proyectan hacia el tdlamo y
éste a la corteza cerebral (figura I.1). El efecto neto de esta via es la desinhibicién de las

proyecciones excitatorias talamocorticales. La via indirecta se origina con las NEM



estriatopalidales (iNEM) que expresan principalmente el receptor de dopamina D2 (D2R) y
proyectan por una via multisindptica, que involucra al GP y el NST, a los nucleos de salida (EP y
SNr) (figura 1.1). El efecto de la activacién de esta via es la inhibicién de las proyecciones

talamocorticales.

Si bien el conexionado esquematizado en la figura 1.1 muestra la descripcién cldsica del
funcionamiento de los ganglios de la base, el panorama es bastante mas complejo: por
ejemplo, existen proyecciones directas de la corteza al nucleo subtaldmico (formando la via
hiperdirecta) (Nambu et al. 2002), proyecciones directas del globo pdlido externo a los nucleos
de salida (Bolam et al. 1993) y al estriado (Bevan et al. 1998), y recientemente se han descrito

conexiones desde el globo palido externo hacia la corteza prefrontal (Saunders & Sabatini).

I.11) Microcircuito estriatal y su regulacion por dopamina

Como adelantamos en la seccidn anterior, el estriado esta constituido aproximadamente por un
95 % de NEM. EI 5 % restante corresponde a interneuronas que, a pesar de ser pocas en
numero, ejercen una fuerte influencia en la regulacién de la actividad a nivel local. Entre un 0.5
y un 1 % corresponde a interneuronas colinérgicas y un 3-4% corresponde a distintos tipos de

interneuronas GABAérgicas.

Las NEM reciben terminaciones glutamatérgicas en la cabeza y botones dopaminérgicos en el
cuello de sus espinas dendriticas (figura 1.2) (Bolam et al. 2000). Las NEM también reciben
inputs inhibitorios de las interneuronas GABAérgicas, estratégicamente localizados en la zona

perisomatica (figura 1.2), y de las interneuronas colinérgicas (Tepper et al. 2010). Finalmente,
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las NEM se conectan entre si a través de colaterales inhibitorios que llegan a porciones distales

del arbol dendritico (Wilson & Groves 1980).

A pesar de que cada NEM recibe alrededor de 5.000-10.000 inputs excitatorios de la corteza
cerebral, sélo unos poco provienen de una misma neurona cortical. Cada axén cérticoestriatal
inerva una regioén vasta del estriado pero establece muy pocos contactos con cada NEM (Zheng

& Wilson 2002).

% Glutamato

4§ Dopamina

@ casa

Figura 1.2: Esquema del microcircuito estriatal.

Por ello, la activacién de una NEM requiere de una descarga altamente sincronizada de un gran
numero de neuronas corticales (Wilson 1993). Mediante registros in vivo de actividad cortical y

de potencial de membrana de las NEM en simultdneo, se demostré que la descarga de
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potenciales de accion de las NEM ocurre durante despolarizaciones fuertes del potencial de
membrana que coinciden con potenciales corticales de gran amplitud (Mahon et al. 2001;
Tseng et al. 2001). Durante las fases profundas del sueiio o bajo anestesia, la corteza presenta
oscilaciones de onda lenta, de alta amplitud y baja frecuencia (1 Hz) y, bajo esta condicién
fisioldgica, el potencial de membrana de las NEM varia desde un estado hiperpolarizado (-90 a -
70 mV) a uno mas despolarizado (-60 a -40 mV), llamados estados down y up respectivamente.
Por otro lado, durante el estado de vigilia las fluctuaciones del potencial de membrana de las
NEM son menos estereotipadas, tendiendo las NEM a permanecer en el estado up (Kasanetz et

al. 2002; Mahon et al. 2006; Sippy et al. 2015).

Es importante destacar que las transiciones entre estados cambian las propiedades de las
conductancias intrinsecas y sinapticas de las NEM. En el estado down, los potenciales
excitatorios postsinapticos son mediados por receptores glutamatérgicos de tipo AMPA. En los
estados up, los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA también estan activos posibilitando
la generacion de potenciales excitatorios postsindpticos mas lentos que se suman mas
facilmente. La transicion al estado up produce un cambio en la fuente dominante del flujo de
calcio que pasa a ser la mediada por receptores NMDA en lugar de los AMPA permeables al
calcio (Carter & Sabatini 2004). Adicionalmente, las NEM expresan canales de calcio de tipo L
(Cav1.3), que estan activos en el estado up (Carter & Sabatini 2004) y son requeridos para la

induccion de depresion de largo término (Choi & Lovinger 1997; Kreitzer & Malenka 2005).

La DA juega un rol fundamental en la funcién normal de los GB. El estriado esta densamente
inervado por fibras dopaminérgicas que se originan en la SNc y el VTA. Una fibra dopaminérgica
hace contactos sinapticos sobre el cuello de las espinas dendriticas de muchas NEM a lo largo

12



de una amplia region del estriado (figura 1.2) (Bolam et al. 2000). Ademas, a través de
varicosidades sin clara relacidén con sitios postsinapticos, cada fibra dopaminérgica libera DA a
distancia de los receptores postsindpticos, teniendo efectos de transmision "por volumen"
(Bergstrom et al. 2011; Dreyer 2014). Las NEM estriatales exhiben numerosas conductancias
idnicas que influyen sobre las propiedades de disparo y muchas de estas conductancias son
sensibles a neuromoduladores como la DA y acetilcolina (ACh). Las dNEM expresan el D1R, cuya
activacion reduce las corrientes de sodio (Schiffmann et al. 1995; Surmeier et al. 1992) y activa
las corrientes mediadas por canales Kir (Pacheco-Cano et al. 1996) lo cual reduce su
excitabilidad. Sin embargo, los D1R también incrementan una corriente mediada por canales de
calcio tipo L (Carter & Sabatini 2004; Surmeier et al. 1995) y bloquean una conductancia de
potasio que estd activa en los estados up (Nisenbaum et al. 1998), dando lugar a un incremento
de la tasa de disparo cuando estas neuronas se despolarizan (Hernandez-Lépez et al. 1997). En
conjunto, estos resultados sugieren que la activacion de los D1R actua como filtro para limitar
las transiciones hacia el estado up, pero una vez alcanzado el estado up, los D1R facilitan el

disparo de potenciales de accién de las NEM.

En contraste, los D2R, que se expresan en altos niveles en las iNEM, inhiben el disparo de
potenciales de accién. A pesar de que reducen las corrientes mediadas por Kir (Uchimura &
North 1990), que deberian facilitar las transiciones hacia el estado up, también inhiben las
corrientes mediadas por canales de tipo L reduciendo la frecuencia de disparo en el estado

despolarizado (Hernandez-Lopez et al. 2000).

En conjunto, estos datos son consistentes con la visidn cldsica de que la DA excita a las dNEM e
inhibe a las iINEM via receptores D1 y D2 respectivamente (Gerfen et al. 1990).
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L.1ll) Canales paralelos de los GB y su rol en la conducta

Una caracteristica ampliamente aceptada acerca de las proyecciones que recibe el estriado es
la organizacién topografica de las mismas, es decir, que ciertas zonas de la corteza y del talamo
proyectan preferencialmente a determinadas dreas del estriado. En la figura .3A, se muestra el
arreglo topografico de los aferentes estriatales que se originan en la corteza frontal, el tadlamo y
otras estructuras tales como el hipocampo y la amigdala. Este arreglo topografico da origen a
los canales paralelos de los GB, organizados en forma de bucles en los que la corteza envia
informacién hacia el estriado y éste la transmite rio abajo en los circuitos de los GB y de vuelta

a la corteza (figura 1.3B).
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Figura 1.3: A. Se ilustra el arreglo topogrdfico de las entradas que provienen de la corteza frontal
(izquierda arriba), nucleos intralaminares y medial del tdlamo (derecha arriba), complejo basal de la
amigdala (izquierda abajo), hipocampo (derecha abajo). Abreviaturas: ac, comisura anterior; ACd,
corteza anterior cingulada; Ald, corteza dorsal agranular insular; Alv, corteza agranular ventral insular;
CeM, Nucleo talamico central medial; CL, ntcleo taldmico central lateral; IL, corteza infralimbica; IMD,
ntcleo taldmico intermedio dorsal; MD, ntcleo taldmico medio dorsal; PC, nicleo talémico paracentral;
CSM, corteza somato-motora; CPF, corteza prefrontal ; PLd, corteza prelimbica dorsal; PLv, corteza
prelimbica ventral; PV, nucleo taldmico paraventricular. B. Esquema de los canales paralelos de los GB. El
circuito medial cognitivo sustenta conductas flexibles orientadas a alcanzar metas y el circuito lateral
motor interviene en la ejecucion de conductas mds automatizadas relacionas al sobreentrenamiento.
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Los modelos clasicos de organizacién de los GB sostenian que la separacion anatémica de los
canales cérticoestriatales se conserva en las siguientes estaciones de relevo sindptico,
incluyendo los nucleos de salida y sus proyecciones a neuronas tdlamocorticales, formandose
un bucle cerrado (figura 1.3B) (Alexander et al. 1990). Con posterioridad, una mejor
comprensién de la anatomia indicé que dareas corticales funcionalmente relacionadas y
anatémicamente interconectadas, proyectan a regiones parcialmente superpuestas del estriado
(Flaherty & Graybiel 1994; Haber et al. 2006; Haber & Knutson 2010). Ademas, aunque las
proyecciones corticales estan dirigidas preferencialmente a una determinada regidn estriatal,
las dendritas y axones de las neuronas ubicadas rio abajo del estriado usualmente cruzan de un
canal a otro (Francois et al. 1994). Otro mecanismo propuesto de interacciéon entre canales
plantea la existencia de circuitos espirales entre el estriado y SNc (red estriato-nigro-estriatal)
gue permitirian conectar de manera "ascendente" las regiones ventromediales con las
dorsolaterales del estriado (figura 1.4). Este mecanismo, originalmente descripto en monos

(Haber et al. 2000), también ha sido extendido a roedores (Ikemoto 2007).
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caudado-putamen

Extraido de Pennartz et al., 2009

Figura I.4: Representacion esquemdtica de hemisecciones frontales a nivel del estriado y del
mesencéfalo. Se esquematiza la organizacion topogrdfica de las proyecciones axonales provenientes del
mesencéfalo a distintas zonas del estriado y las proyecciones que hacen el recorrido en sentido inverso.
Se puede observar la organizacion en "espiral" que permite transdferir informacion de regiones
ventromediales a dorsolaterales del estriado via las conexiones estriato-nigrales y nigro-estriatales.
Abreviaturas: ac, comisura anterior; SNpr, sustancia nigra parte reticulada; SNpc, sustancia nigra parte
compacta; VTA, drea tegmental ventral.
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En lo que respecta a la funcién de estos canales en la conducta, de modo muy general, se ha
descripto un circuito medial cognitivo que involucra la corteza frontal, estriado dorsomedial y
nucleo accumbens (figura 1.3), zonas desde el rojo al azul), y un circuito lateral motor que
involucra la corteza sensorimotora y el estriado dorsolateral (figura 1.3, zona verde).
Actualmente se acepta que los distritos estriatales cognitivo y motor cumplen un rol
importante en distintas fases del aprendizaje instrumental. Este tipo de aprendizaje consta de
dos etapas. La primera involucra la asociacién entre una accién determinada y su consecuencia,
por ejemplo, la posibilidad de alcanzar una recompensa. En esta etapa las conductas se
caracterizan por ser flexibles y se las denomina conductas dirigidas a metas. La segunda etapa
se caracteriza por la automatizacién de la conducta, la cual es disparada por ciertas claves
ambientales y es ejecutada aunque no se obtenga la recompensa. Un ejemplo cotidiano es el
hecho de entrar a una habitacidon a oscuras (clave ambiental) y apretar la perilla de la luz

(accidén) aun sabiendo que el foco esta quemado. Este tipo de conducta se denomina habito.

Mediante estudios con lesiones quimicas y bloqueos farmacolégicos ha sido posible estudiar el
rol de las regiones del estriado en cada fase del aprendizaje. El distrito medial cognitivo
establece las asociaciones entre conducta y consecuencia, y sustenta conductas flexibles
orientadas a obtener metas, mientras el distrito motor aprende asociaciones entre la conducta
y claves ambientales que predicen la obtencién de recompensa y sustenta un desempefio
conductual mas automatizado, en alguna medida independiente de la obtencion de la
recompensa (o habito) (Everitt & Robbins 2005; Yin & Knowlton 2006; Graybiel 2008). Se ha
propuesto que el aprendizaje orientado a metas se convierte en un habito con el sobre-

entrenamiento y que cada fase del aprendizaje esta asociada con cambios plasticos en distintos
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distritos estriatales. Por ejemplo, durante el aprendizaje de la tarea conocida como rotarod
acelerado (durante la cual los roedores deben caminar sobre un cilindro horizontal que acelera)
las conexiones entre la corteza frontal y el estriado sufren un proceso plastico de potenciacion
de largo término (del inglés long tem potentiation, LTP) (Yin et al. 2009). Al igual que con otras
tareas, durante la adquisicion del rotarod acelerado se reconocen dos fases, una rapida,
durante la cual el desempefio mejora rapidamente, y otra en la cual el incremento del
rendimiento es mds lento y se logra cuando el entrenamiento se extiende por un tiempo
prolongado. Los cambios en el distrito medial “cognitivo” del estriado ocurren en la fase rapida

Ill

de aprendizaje, y los cambios en el distrito lateral “motor” ocurren asociados a la mejora lenta
adicional del desempefio que se obtiene con sobre-entrenamiento (Yin et al. 2009). Ha sido
propuesto que la interaccidn entre los canales cognitivo y motor posibilita el pasaje de una fase
a otra del aprendizaje y que las conexiones espirales ascendentes que vinculan al estriado con
las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas podrian ser el sustrato anatémico de esta

interaccion (Voorn et al. 2004). Mecanismos similares podrian estar involucrados en la

adquisicidn de conductas adictivas como el abuso de drogas (Belin & Everitt 2008).

I. IV) Rol de las neuronas dopaminérgicas en la conducta

La actividad de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, ademds de ser importante en la
ejecucion de acciones motoras, como lo evidencian los severos déficits motores resultantes de
la pérdida de neuronas dopaminérgicas en pacientes con la enfermedad de Parkinson, también
tiene un papel primordial en distintos tipos de aprendizaje. Sin embargo, persiste un debate

sobre su rol en la conducta y el aprendizaje. Mientras algunas teorias destacan el rol de la

19



dopamina en el aprendizaje instrumental propiamente dicho, otras enfatizan un rol mas

general relacionado con aspectos motivacionales del comportamiento.

Es bien sabido que la dopamina cumple un rol fundamental en la adquisicion de conductas
dirigidas a metas, que, como mencionamos en la seccién anterior, involucran el
establecimiento de una asociacién entre una accidén determinada y la posibilidad de alcanzar
una recompensa. Las neuronas dopaminérgicas codifican distintos aspectos de las
recompensas lo cual es clave para la adquisicion de dichas conductas. En registros
electrofisiolégicos en animales despiertos y realizando tareas de tipo instrumental, se observd
gue las neuronas dopaminérgicas son activadas por la presencia de la recompensa o por
estimulos que la predicen, y que estas respuestas se incrementan cuando el valor de la
recompensa aumenta (Tobler et al. 2005). Ademads codifican una prediccién de error de la
recompensa (Schultz et al. 1997; Montague et al. 2004), es decir, cuando una recompensa, 0
una clave que predice la recompensa, tiene mas valor que el esperado, las neuronas
dopaminérgicas aumentan su frecuencia de disparo; si tiene el mismo valor que el esperado
tienen muy poca o nula respuesta; y si tiene menor valor que el esperado, se inhiben. Diversas
teorias han intentado explicar el aprendizaje y la toma de decisiones en humanos, y distintos
sintomas de desdrdenes neuropsiquiatricos, inspirandose en la idea de que estas neuronas
pueden codificar un rango completo de experiencias recompensantes. Sin embargo, su
actividad ha sido estudiada casi exclusivamente para formas basicas de recompensa, como ser
agua y comida. Menos se conoce sobre como estas neuronas procesan recompensas abstractas
y cognitivas. Un trabajo reciente realizado en monos mostré que las neuronas dopaminérgicas

también codifican la expectativa de conseguir informacién (Bromberg-Martin & Hikosaka 2009).
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En este trabajo se entrend a los monos a realizar una tarea de eleccion de informacion (ver
esquema de la tarea en figura I.5). A lo largo del entrenamiento, los animales reciben tres tipos
de trials. En aquellos con "informacion forzada", una sefal (verde en la figura 1.5) anticipa que
una clave informard con anticipacién la magnitud de la recompensa que van a recibir ("clave
informativa"). En los trials que no permitirdn acceder a informacion anticipada ("azar forzado"),
los animales ven una sefial distinta (naranja en la figura I.5), y a continuacién una "clave no
informativa" respecto al tamafio de la recompensa que recibirdn. El tercer tipo de trials permite
a los animales elegir con la mirada una de las dos sefiales iniciales. Es decir, el animal puede
elegir entre realizar ensayos donde contard con informacion anticipada sobre la magnitud de la
recompensa que recibird, o carecer de dicha informacién. A lo largo de las sesiones de
entrenamiento, cuando se presenta la opcidn de elegir, los monos muestran una preferencia
mayor al 80% por acceder a la clave informativa, lo cual no puede ser explicado por una
diferencia en la cantidad de recompensa que obtendrian si escogieran la clave no informativa.
Se realizaron registros de neuronas dopaminérgicas mesencefdlicas (de SNpc y VTA) y se
observd que éstas aumentan su tasa de disparo con la sefial que anticipa el acceso a la
informacién y se inhiben con la sefial que anticipa que no habra informacién anticipada. En
resumen, los monos prefieren recibir informacién acerca de la recompensa futura, incluso
aunque esa informacién no les permita influir sobre lo que ocurrira, y su preferencia
comportamental esta representada en la actividad de las neuronas dopaminérgicas. Entonces,
las mismas neuronas que seialan recompensas bdsicas tales como la comida o el agua

también senalan recompensas cognitivas como la informacion.
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Ademas de las recompensas, estimulos visuales y auditivos intensos inducen activaciéon de
neuronas dopaminérgicas, y estas respuestas se incrementan si el estimulo es novedoso
(Ljungberg et al. 1992). Las respuestas varian de acuerdo a la intensidad del estimulo (Schultz

1998).

Informacioén
forzada ~ Claves
informativas

Elige
informacic’m

—
S~

3

)
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No elige informativas
informacion - l Grande

Chica

Figura I.5: Esquema de la tarea de eleccion de informacion. A lo largo del entrenamiento los animales
reciben trials con informacion forzada (sefial verde) donde se presentard otra clave que predice el
tamaiio de la recompensa (clave informativa). En los trials con azar forzado, la sefial anaranjada indica
que los animales verdn una clave "no informativa" respecto al tamafio de la recompensa. En trials donde
pueden elegir entre ensayos con o sin informacion anticipada, los animales prefieren recibir la clave

informativa (adaptado de Bromberg-Martin & Hikosaka, 2009).

Las respuestas a estimulos salientes, como ser estimulos novedosos y valores imprevistos de

recompensas, podrian sustentar un rol del sistema dopaminérgico mesencefdlico en la
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codificacion de los aspectos motivacionales de la conducta. La motivacion puede ser definida
como los procesos que impulsan las acciones, mantienen su actividad en proceso, y regulan su
patron (Salamone et al. 2014). La motivacion involucra funciones sensoriales, motoras,
cognitivas y emocionales (Salamone et al. 2014). En la literatura, se han hecho distinciones
entre distintos aspectos motivacionales de la conducta, muchos de los cuales son
diferencialmente afectados por manipulaciones en la transmision dopaminérgica (Figura 1.6).
Las conductas impulsadas por la motivacién ocurren temporalmente en fases: existen
secuencias de comportamientos que llevan al organismo a estar en proximidad espacial con el
objeto meta (conducta de aproximacion) o incrementar las chances de encontrarse con ese
objeto (conducta de busqueda o seeking), y conductas que involucran la interaccidn directa con
el estimulo motivacional u objeto meta (consumatorios o taking). Desde una perspectiva
cualitativa, la motivacién tiene aspectos direccionales (para orientar la conducta hacia el
estimulo relevante o para alejarse de él) y activacionales (por ejemplo, velocidad, vigor,
persistencia, esfuerzo)(revisado en Salamone et al., 2014). Mds recientemente, se ha enfatizado
la distincidon cualitativa entre "liking", esto es la reaccidon heddénica a un estimulo, y "wanting"
(también llamado prominencia incentiva -"incentive salience") que es el deseo por un estimulo,
la tendencia a consumirlo o perseguirlo (Berridge 2013). Estas distinciones son altamente
relevantes para caracterizar los efectos de la dopamina sobre los aspectos motivacionales de la
conducta. Como veremos después, los tratamientos que afectan la transmision dopaminérgica
tienen efecto sobre las conductas de aproximaciéon y de busqueda, como asi también en los
aspectos activacionales y el "wanting", y un menor efecto en las conductas consumatorias vy el

"liking" (figura 1.6).
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. Efecto de manipular la transmision dopaminérgica
Fases temporales de la conducta motivada i P P g

Busqueda Consumacion Afecta las conductas de busqueda.

Aspectos cualitativos de la conducta motivada Efecto de manipular la transmision dopaminérgica

Wanting Liking Afecta el wanting pero no el liking.

Figura I.6: Resumen de las fases temporales y los aspectos cualitativos de la conducta motivada y los
efectos de manipular la transmision dopaminérgica sobre los mismos (adaptado de John D Salamone &

Correa, 2012).

Como mencionamos antes, el sistema dopaminérgico ha sido implicado en los aspectos
activacionales de la motivacion. Distintos trabajos han demostrado que la administracién de
antagonistas dopaminérgicos en bajas dosis, asi como también la infusién de antagonistas en el
nucleo accumbens o lesiones dopaminérgicas en dicho nucleo, no generan déficits en aspectos
fundamentales de la motivacidn por la comida y el reforzamiento, pero reduce la tendencia de
los animales a trabajar para conseguir la recompensa apetitiva, es decir, estos estan dispuestos
a realizar un menor esfuerzo para conseguir la recompensa. Una de las tareas que han sido
utilizadas para estudiar este efecto consiste en ofrecer a los animales (previamente privados de
comida) la eleccidén entre apretar una palanca para recibir un tipo de comida preferida versus
consumir una menos preferida pero disponible libremente (Salamone et al. 2007). En
condiciones control, las ratas entrenadas consiguen la mayor parte de su comida apretando la

palanca. Dosis bajas o moderadas de antagonistas dopaminérgicos de receptores D1 o D2
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producen una alteracion sustancial de la respuesta ya que incrementan el consumo de la
comida menos preferida y reducen la obtencion de la preferida (Salamone et al. 1991). En
contraste, si previamente los animales son saciados, lo que constituye una devaluacion de la
recompensa, el consumo se reduce en igual medida para ambos tipos de comida. Otra prueba
qgue ha sido desarrollada para estudiar la toma de decisiones en base al esfuerzo requerido
consiste en un laberinto en forma de T que ofrece dos opciones, un brazo con mayor cantidad
de recompensa que presenta una barrera (en ciertas condiciones) y uno con menor
recompensa que no presenta ninguna barrera (Salamone et al. 1994). Cuando la barrera esta
puesta en su lugar, en condiciones control los animales prefieren realizar un mayor esfuerzo,
eligiendo el brazo con la barrera, para obtener la recompensa de mayor tamano. La
administracion de antagonistas dopaminérgicos o deplecién de dopamina en el nucleo
accumbens disminuye la eleccién por el brazo que requiere un mayor esfuerzo. Sin embargo,
este tratamiento no afecta la preferencia por el brazo con mayor recompensa cuando no estd
presente la barrera. Segun esta visidn, las manipulaciones dopaminérgicas no alteran la
preferencia basada en la magnitud de la recompensa, no afectan la discriminacidén, la memoria
y la adquisicién del aprendizaje instrumental, pero si reducen la activacion comportamental y
causan que los animales cambien su eleccidon y elijan la alternativa que requiere un menor

esfuerzo.

Por otro lado, la transmision dopaminérgica es importante para la codificacion del "wanting"
0 prominencia incentiva. Segun la hipdtesis de la prominencia incentiva (revisado en Berridge,
2013), los procesos de codificaciéon de las recompensas pueden ser disociados en dos

componentes separados, "wanting" (o prominencia incentiva) y "liking", los cuales son
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representados por sistemas neurales diferentes. La palabra "liking" hace referencia a los
procesos que subyacen la evaluacién heddnica que tipicamente produce placer de forma
consciente. Por "wanting" nos referimos a los procesos que motivan las conductas dirigidas a
metas. La prominencia incentiva integra, por un lado, el estado neurobioldgico del animal (por
ejemplo, si tiene hambre o esta saciado, lo cual varia independientemente del aprendizaje), y
por el otro, las asociaciones previas entre una clave y la recompensa, es decir, un estimulo
condicionado (EC) o incondicionado (El), respectivamente. Dos caracteristicas reconocibles de

la prominencia incentiva son:

(1) El "wanting" dirigido hacia un El disparado por la presentacion del EC correspondiente. Un
encuentro con un EC usualmente dispara un pulso de motivacion elevada para obtener o

consumir mas El.

(2) El "wanting" dirigido hacia el EC, es decir, la atraccién hacia un EC aunque no esté presente
el El. Un EC usualmente dispara una respuesta comportamental de acercamiento a dicho

estimulo.

Existen muchas evidencias en la literatura que apoyan la idea de que la transmisidn
dopaminérgica es importante para la codificacion del "wanting" o prominencia incentiva. Un
aumento en la transmisidn dopaminérgica produce una potenciacion de la prominencia
incentiva disparada por la presentacién de un EC. Por ejemplo, la inyeccion de anfetamina en el
accumbens en ratas incrementa la habilidad de un EC para incrementar la respuesta
instrumental para obtener una recompensa de solucién de sacarosa (Wyvell & Berridge 2000).
Este mismo efecto se ve en animales con sensibilizacion a la anfetamina, que consiste en la

administracion de esta droga por varios dias consecutivos y cuyo efecto es un progresivo
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aumento de la respuesta comportamental a la misma dosis de droga con respecto al dia
anterior (Wyvell & Berridge 2001). En estos animales sensibilizados a la droga se observa un
aumento en el "wanting" disparado por la presentacién de la clave asociada a la recompensa
aunque los animales sean testeados en ausencia de la misma. Por otro lado, la administracion
de anfetamina no afecta el "liking" evaluado mediante un test que estima el impacto heddnico
de la sacarosa midiendo las reacciones afectivas disparadas por la infusidon oral del estimulo
gustativo (por ejemplo, protrusidn ritmica de la lengua). El "liking" tampoco es afectado por
administracion de antagonistas dopaminérgicos o lesiones completas de las neuronas

dopaminérgicas (Berridge et al. 1989; Berridge & Robinson 1998).

Como mencionamos anteriormente, el sistema dopaminérgico es un componente esencial de
los circuitos que promueven las conductas de blsqueda. Si se reduce experimentalmente la
funciéon dopaminérgica en el nucleo accumbens en ratas mediante inyecciones locales de
antagonistas dopaminérgicos, se producen déficits en distintos componentes de la conducta de
busqueda de recompensas: la latencia a iniciar conductas de aproximacién se incrementa
mientras que la velocidad de aproximacioén, la capacidad de hallar la recompensa y la habilidad
para consumirla no se alteran (Nicola 2011). En monos, la administracién de anfetamina, una
droga que aumenta la transmisidon dopaminérgica, aumenta la conducta de busqueda de
comida en un paradigma de reforzamiento pero no modifica el consumo de la misma (Foltin

2001).

En ambientes naturales, el sistema dopaminérgico jugaria un rol importante en las conductas
de busqueda de recursos. Dado que estas conductas implican un gasto energético, la
codificacion neural del esfuerzo, velocidad y persistencia (aspectos activacionales de la
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conducta) por parte del sistema dopaminérgico, es altamente adaptativa para la toma de
decisiones en base a un andlisis costo/beneficio que posibilite a los organismos explotar
apropiadamente los recursos del ambiente. Recientemente se ha sugerido que los GB cumplen
un rol importante en procesos de toma de decisién que involucran la opcién de explotar una
recompensa inmediatamente disponible o emprender la busqueda de mejores posibilidades
(foraging). Estas ideas surgen de la ecologia comportamental e intentan identificar los sustratos
neuronales que subyacen a la explotacién éptima del ambiente, que tiene un fuerte impacto en
la aptitud evolutiva, con lo cual se supone que deben haber jugado un rol clave en la evolucion
de los circuitos de toma de decision. Las fuentes de recurso estan distribuidas de forma
heterogénea en el ambiente en forma de "parches", lo cual fuerza a los animales a decidir si
guedarse en un determinado parche o salir en busca de otro con mas cantidad de recurso. Un
estudio reciente extiende estas ideas a humanos mediante un juego de video, donde Ia
recompensa es monetaria y el costo de abandonar la fuente actual de recursos para acceder a
otra potencialmente mas rica se simula con un tiempo de espera, en lugar del desplazamiento
fisico desde un parche a otro (Kolling et al. 2012). Tanto en ratones (Kvitsiani et al. 2013),
monos (Hayden et al. 2011) como humanos (Kolling et al. 2012), la decisiéon de dejar el parche
actual recluta cambios de actividad neuronal en las cortezas anterior del cingulo, érbitofrontal y
prefrontal (Pearson et al. 2014). Si bien los mecanismos que subyacen este tipo de decisiones
no se conocen bien, los modelos mas difundidos proponen que la informacién relativa al valor
estimado de cada parche y el costo de viajar de un parche a otro se integran en una Unica
variable de decision que es contrastada contra un umbral, y que de éste cdmputo resulta la

decision de persistir o no en el parche actual (Hayden et al. 2011). En un trabajo reciente
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realizado en monos, se encontrd que la corteza cingular anterior (CCA) codifica esta variable de
decision (Hayden et al. 2011). En este estudio los monos realizaron una tarea de foraging virtual
en la que debian elegir entre dos targets. Un target corresponde a quedarse en el parche y su
elecciéon posibilita conseguir una recompensa (jugo) que se va acabando cada vez que dicho
target es elegido (es decir, que el valor de quedarse en el parche disminuye con el tiempo). El
segundo target permite la opcién de irse del parche a otro potencialmente mas rico, y su
eleccién introduce un retraso en la entrega de la recompensa (este retraso es el costo de irse
del parche actual). Los monos tienden a dejar el parche cuando el jugo del mismo se reduce, y
dicha decisidon esta favorecida cuando el segundo target indica un costo menor. Las neuronas
de la CCA disparan durante cada decisidon secuencial de quedarse en un parche e incrementan
su tasa de disparo hasta llegar a un umbral que sefala la decisién de irse del parche. Este
resultado sugiere que estas neuronas de la CCA codifican la variable de decisién requerida por
el foraging. Ahora bien, la codificacidn de una variable de decisién involucra la integracién de
informacién acerca del costo de irse y el beneficio de quedarse. Los autores del trabajo
especulan que esta informacién podria ser provista por las neuronas dopaminérgicas, ya que
estas codifican parametros que tienen que ver con las recompensas y con la busqueda de

informacion.

En resumen, la actividad de las neuronas dopaminérgicas es importante para la adquisicion de
conductas dirigidas a metas y para la ejecucién conductas exploratorias, aunque todavia
persiste un debate sobre su rol especifico en la conducta y el aprendizaje. Mientras que algunas
teorias sugieren que la dopamina cumple un rol general relacionado con aspectos

motivacionales del comportamiento, otras enfatizan un rol relacionado a la codificacién de
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sefiales mas especificas necesarias para el aprendizaje como la prediccién de error de

recompensa.

Ademas de su relevancia en la funcién del cerebro adulto, como veremos mas adelante, la
dopamina cumple funciones importantes en la maduraciéon de los circuitos de los GB. Sin
embargo, poco se conoce acerca de como los efectos madurativos de la dopamina influyen
sobre la motivacién y el aprendizaje. Desde esta perspectiva, alteraciones tempranas en la
transmisién dopaminérgica podrian tener efectos duraderos sobre la conducta, relevantes para
comprender desérdenes neuropsiquiadtricos como el trastorno de déficit de atencién e

hiperactividad y el sindrome de Tourette.
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Il) Plasticidad cérticoestriatal

De modo muy general, los fenémenos de plasticidad sindptica consisten en cambios en la forma
en que se conectan las poblaciones neuronales entre si en relacion con procesos madurativos o
del aprendizaje. Los cambios pldsticos en las sinapsis incluyen, entre otras cosas, modificaciones
en la expresion de receptores, en la liberacion de neurotransmisores y neuromoduladores, y en
la morfologia y numero de las sinapsis, que se reflejan en un cambio de la eficacia con que se
transmite informacion a través de redes de neuronas. Se asume que cambios en la eficacia de
las sinapsis corticoestriatales median los fendmenos de aprendizaje en los que estdn
involucrados los GB. En esta seccion nos centraremos en los mecanismos de plasticidad de las

sinapsis corticoestriatales.

Depresion y potenciacion de largo término cdrticoestriatal

La forma de plasticidad mas caracterizada en las sinapsis corticoestriatales es la depresion de
largo término (long term depression, LTD). Los estudios iniciales realizados en rodajas utilizaron
protocolos intensos para activar las aferencias de las NEM, como la estimulacién a alta
frecuencia (high frequency stimulation, HFS), y mostraron principalmente induccién de LTD. Con
posterioridad se reportaron los efectos de protocolos que repiten patrones temporales de la
activacioén pre y postsindptica (spike timing dependent plasticity, STDP) y se describieron tanto

LTD como LTP dependiendo de la organizacién temporal de los estimulos.
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En relacidn con la HFS-LTD, estudios ex vivo, mostraron que la estimulacion a alta frecuencia de
aferentes excitatorias al estriado lleva a una reduccidon duradera de su fuerza sinaptica (P
Calabresi et al. 1992; Lovinger et al. 1993; Walsh 1993). La LTD inducida por HFS se expresa a
través de la reduccién presinaptica de la liberacidon de glutamato (Choi & Lovinger 1997).
Ademas, la LTD estriatal inducida por HFS requiere de la activacion de receptores de dopamina
D2, receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs) tipo | acoplados a Gq, canales de calcio
tipo L y activacion de receptores de endocanabinoides CB1, pero no requiere de receptores

NMDA (revisado en Kreitzer & Malenka, 2008).

Hay evidencia abundante proveniente de estudios en rodajas sobre la necesidad de dopamina
para que ocurra HFS-LTD en sinapsis corticoestriatales, en particular, a través de la estimulacion
de receptores D2 (P Calabresi et al. 1992; Tang et al. 2001). La activacién de receptores D2
incrementa la produccién de endocanabinoides (Giuffrida et al. 1999), los cuales son liberados
desde las NEM vy activan receptores CB1 en la presinapsis excitatorias (Ronesi et al. 2004)
reduciendo la liberacién de glutamato por neuronas corticales. La activacién de receptores
MGIuR y canales de calcio tipo L, también llevan a la produccién y liberacion de endocabinoides

(revisado en Lépez de Maturana & Sanchez-Pernaute, 2010).

Un aspecto importante de la HFS-LTD es que ocurre en una gran mayoria o todas las NEM, a
pesar de que solo la mitad de ellas expresa en receptor D2. Esto se ha explicado invocando un
rol para las interneuronas colinérgicas estriatales (figura 1.7). Estas interneuronas son inhibidas
por dopamina a través de receptores D2 y a su vez son capaces de actuar sobre todas las NEM

mediante receptores para acetilcolina M1. Asi, la falta de accion de la acetilcolina sobre
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receptores M1 favoreceria la activacion de canales voltaje-dependientes de calcio y seria

indispensable para la HFS-LTD en rodajas (Wang et al. 2006).

Interneurona
colinérgica

Terminal
corticoestriatal

Receptor CB1 GIU

/ Reservorio de calcio mGluRVS %
EC NN~ 3

Neurona espinosa mediana

Figura 1.7: Mecanismo propuesto para la HFS-LTD mediado por interneuronas colinérgicas (adaptado de

Wang y col., 2006).

Mas recientemente se popularizé el uso de protocolos de induccién de plasticidad basados en
regular el intervalo que transcurre entre la activacién de la neurona pre y post-sinaptica (STDP).
Estos protocolos revelaron una gran complejidad en las bases de la LTD y LTP en distintos tipos
de neuronas estriatales (Figura 1.8). En particular, existen dos poblaciones de NEM que pueden

distinguirse porque expresan distintos receptores para dopamina (Gerfen et al. 1990), y los
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mecanismos que subyacen a la LTD y LTP inducidas con protocolos de STDP, son diferentes en

cada subpoblacién (Kreitzer & Malenka 2007; Shen et al. 2008).

A) B)
DA Glu bAD CGlu bA? Adenosine Glu bAP DA Glu bAP

T (N P I
B S = —— | ??V?

LTP LTD LTP LTD
postsinaptica presindptica postsinaptica presindptica

Figura 1.8: Mecanismos de la STDP-LTD y STDP-LTP en NEM que poseen el receptor D1 (A) o el receptor

D2 (B) seguin Shen y col., 2008. bAP: potencial de accion retropropagado

Cabe notar que, a diferencia de lo observado con la HFS-LTD, algunas formas de STDP parecen
no requerir dopamina. A pesar de que la dependencia dopaminérgica en la induccién de la LTD
corticoestriatal fue considerada importante, trabajos recientes muestran que es posible inducir
LTD en presencia de antagonistas del receptor D2 mediante la aplicacién de agonistas de los
receptores mGIuR 1 (Kreitzer & Malenka 2005) o mediante la activacién de canales de calcio
tipo L en combinacién con actividad postsindptica moderada (Adermark & Lovinger 2007). Estos
resultados sugieren que el rol de los receptores D2 seria modular el proceso de LTD

aumentando la probabilidad de que ésta ocurra (Lovinger 2010).

Es notable el hecho de que los diversos mecanismos que intervienen en el proceso de LTD

tienen en comun la sintesis de endocanabinoides. La activacion de los receptores CB1 por si
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sola no es suficiente para producir un fendmeno de LTD, sino que se necesita que las sinapsis
aferentes estén activas. Esto otorga a la LTD mediada por endocanabinoides propiedades
computacionales importantes como deteccidn de coincidencia y especificidad sinaptica (Heifets

& Castillo 2009).

Existen otras formas de LTD coérticoestriatal que pueden ser inducidas por aplicacién de
distintos neuromoduladores. La aplicacidon exdgena de opioides y la liberacién enddgena de
estos en preparaciones ex vivo inducen LTD de los inputs excitatorios en el estriado dorsal en
ratas y ratones (Atwood et al. 2014). La activacién de receptores serotoninérgicos 5-HT(1b) en
rodajas de ratén y rata mediante la aplicacidon de serotonina o la liberacién enddgena de este
neurotransmisor, resulta en la induccion de LTD corticoestriatal (Mathur et al. 2011). Esta LTD
inducida por serotonina es mediada presinapticamente, depende de cAMP y es mutuamente
oclusiva con la LTD dependiente de endocanabinoides, es decir que comparten mecanismos

(Mathur et al. 2011).

Por el contrario, la induccién y expresion de LTP en el estriado estd menos caracterizada.
Estudios hechos ex vivo indican que un forma de LTP dependiente de receptores NMDA puede
ser obtenida con estimulacidon de alta frecuencia en ausencia de magnesio extracelular (P.
Calabresi et al. 1992; Kerr & Wickens 2001). Los receptores de dopamina D1 han sido
implicados en LTP estriatal (Calabresi et al. 2000; Kerr & Wickens 2001) y se ha reportado que la
deplecion de dopamina bloquea la LTP (Centonze et al. 1999). También se ha visto que la
induccidn de LTP coérticoestriatal por HFS y bajo magnesio es dependiente de BDNF (Jia et al.
2010). Recientemente se ha descrito que es posible inducir LTP cérticoestriatal en rodajas

mediante la estimulacion de las aferentes excitatorias con protocolos de rafagas de pulsos a
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frecuencia theta (5-11 Hz, theta-burst stimulation, TBS) (Hawes et al. 2013). Esta forma de
plasticidad es mas fisiolégica dado que ocurre a una concentracién de magnesio normal en el
liqguido cefalorraquideo y, ademas, el patréon de estimulacién corresponde a patrones de
actividad reportados in vivo que son relevantes durante el aprendizaje (DeCoteau et al. 2007).
La LTP inducida con este tipo de protocolos es dependiente de NMDA, mGluR1, receptores de
acetilcolina muscarinicos M1, requiere activacién de PKC, PKA, ERK (Hawes et al. 2013) y la
liberaciéon actividad dependiente de BDNF mediada por receptores NMDA presindpticos (Park

et al. 2014).

Los trabajos mencionados hasta el momento se refieren a estudios ex vivo, pero ha sido posible
inducir procesos de plasticidad in vivo, ya sea potenciacién como depresidon (Charpier & Deniau
1997; Reynolds et al. 2001; Stoetzner et al. 2010; Reynolds & Wickens 2000). Como
mencionamos anteriormente, numerosos experimentos realizados en rodajas muestran que
diversas formas de LTD son dependientes de dopamina (Tang et al. 2001; Wang et al. 2006;
Shen et al. 2008; Lovinger 2010). Sin embargo, en estudios realizados in vivo en nuestro
laboratorio, observamos que la LTD inducida por HFS no requiere dopamina (Galifianes y col.,
datos no publicados), hecho que remarca la importancia de realizar estudios en el animal
intacto (estos resultados se describen en la siguiente seccién, ver figura 1.9). Es posible que,
protocolos como la HFS que buscan inducir una LTD maxima, en un contexto de conexionado
intacto, la elevada concentracion de moduladores locales y la presencia de actividad

espontanea, no responda a las mismas reglas que en rodajas.

Por ultimo, existe abundante evidencia que apoya la idea de que los fendmenos de plasticidad

corticoestriatal serian importantes para la adquisicidon de distintos tipos de conductas mediadas

36



por estos circuitos (ver seccién LIlII). Menos se conoce sobre la contribucion de estos
fendmenos a dar forma al conexionado coérticoestriatal durtante el desarrollo postnatal, tema

que abordaremos en esta tesis.
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Il) Maduracidn del sistema cérticoestriatal

Del apartado anterior se desprende que, dependiendo del patron de estimulacion pre y
postsindptica, la presencia de moduladores como acetilcolina y dopamina, la activacion de
canales de calcio voltaje-dependientes y receptores mGIuR, y tal vez otros factores, distintas
formas de plasticidad afectan de manera mds o menos especifica a distintas subpoblaciones de
NEM. Estos fendmenos de plasticidad no solo son importantes durante el aprendizaje en el
animal adulto, sino que podrian participar ademds en dar forma al conexionado cdrticoestriatal
durante el desarrollo. En esta seccion, describiremos los procesos pldsticos que ocurren a lo
largo de la maduracion del sistema cdrticoestriatal y como la dopamina interviene en dicho
proceso, analizaremos patologias presumiblemente asociadas a fallas en el neurodesarrollo de
estos circuitos y, por ultimo, nos referiremos al modelo de lesion neonatal de neuronas

dopaminérgicas que es objeto de estudio de este trabajo.

lll. 1) Maduracion del sistema corticoestriatal y rol de la dopamina

El proceso madurativo del sistema cdrticoestriatal involucra, la llegada de los axones corticales,
la expresion de espinas en las neuronas de proyeccion estriatales, y el establecimiento de las
sinapsis corticoestriatales seguido de un proceso de podado de conexiones. En roedores, en la
primera semana postnatal la mayoria de las aferentes estriatales ya estan presentes (Wise et al.
1979; Voorn et al. 1988; Olson et al. 1972). Sin embargo, las NEM no tienen espinas en este

periodo de tiempo y pocas sinapsis estan presentes (Hattori & McGeer 1973). Hacia el final de
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la segunda semana postnatal, ocurre la aparicion de espinas dendriticas en las NEM junto con
un aumento en el nimero de sinapsis asimétricas (glutamatérgicas) y simétricas (GABAérgicas y
dopaminérgicas) (Hattori & McGeer 1973). Durante la tercera semana postnatal, la densidad de
sinapsis simétricas y asimétricas se incrementa dramaticamente (Butler et al. 1998) en todo el
estriado. Aproximadamente en la cuarta semana de vida (especificamente entre el dia
postnatal 18 y 25), la densidad de ambos tipos de sinapsis decae rapidamente en el estriado
dorsolateral, mientras que se mantiene sin cambios en el estriado dorsomedial, y estos niveles
se conservan en el adulto (Butler et al. 1998). De acuerdo a estudios de microscopia
electrdnica, las sinapsis excitatorias son estructuralmente inmaduras antes del dia postnatal 21
lo que sugiere que las propiedades funcionales de las sinapsis todavia no han terminado de

madurar antes de esa edad (Sharpe & Tepper 1998; Tepper et al. 1998).

Con respecto a la maduracién de las propiedades electrofisiolégicas de las NEM, las
propiedades intrinsecas como la resistencia de entrada, el potencial de reposo y la duracién del
potencial de accidn estan bien desarrolladas al final de la tercera semana postnatal. Las
propiedades que dependen de las entradas aferentes como el patrén de actividad espontaneay
la respuesta a estimulacién eléctrica de entradas corticales o taldmicas maduran una o dos
semanas después. La actividad espontanea de las NEM es escasa o nula en las primeras dos
semanas de vida. En la tercera semana postnatal, las NEM presentan actividad ritmica, pero
recién en la cuarta semana los estados up y down tienen un aspecto maduro. Esto evidencia
que las sinapsis corticoestriatales alcanzarian plena madurez aproximadamente en la cuarta

semana de vida (Tepper et al. 1998).
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En relacidén a los cambios plasticos observados para el distrito dorsolateral, se observd que la
probabilidad de liberaciéon cérticoestriatal de glutamato disminuye durante la infancia. Este
mecanismo presinaptico fue interpretado como un fendmeno fisioldgico de LTD de las sinapsis
corticoestriatales durante el desarrollo (Choi & Lovinger 1997; Tang et al. 2001). Este proceso
fisiolégico de depresion corticoestriatal madurativa seria dependiente de endocanabinoides
(Ade & Lovinger 2007) y de dopamina, ya que no fue observado en ratones carentes de
receptor D2 ni en ratas con lesién de neuronas dopaminérgicas inducida con la toxina 6-
hidroxidopamina (Tang et al. 2001). Es importante destacar que la inervacién dopaminérgica
del estriado y expresidon de receptores para DA en el mismo también muestran una fuerte
maduracién postnatal, paralela a la de las sinapsis cdrticoestriatales, alcanzando propiedades
adultas hacia la cuarta semana postnatal (Tepper et al. 1990; Broaddus & Bennett 1990). Estos
resultados indican que la dopamina podria moldear el conexionado corticoestriatal a través de

la regulacidn de la eficacia sindptica corticoestriatal.

Un estudio de electrofisiologia in vivo de nuestro laboratorio proveyd evidencia adicional que
soporta esa hipdtesis. Galifianes y col. (2009) demostraron que la sincronizacién cérticoestriatal
madura marcadamente durante la adolescencia en ratones y que la destruccién neonatal de
neuronas dopaminérgicas que inervan la corteza prefrontal y el estriado retrasa la dicha
maduraciéon. Una observacion importante de este trabajo fue que la actividad espontdnea en el
estriado dorsolateral disminuye normalmente con la edad, pero se mantiene muy elevada en
ratones adultos que sufrieron una lesidon neonatal de neuronas dopaminérgicas (figura 1.9B).
Una reduccién de la actividad espontanea durante el desarrollo podria reflejar una mejor

calidad de la relacion sefial-ruido en la respuesta de neuronas estriatales a sus entradas
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sinapticas en el adulto. Entonces, la falta de DA durante el desarrollo podria derivar en una red

estriatal con menor selectividad en el procesamiento de informacidn cortical.

En conjunto con los resultados descriptos arriba relativos a la existencia de una forma
madurativa de LTD corticoestriatal, la hipdtesis que guid el trabajo del laboratorio en afos
recientes fue que una forma de LTD del desarrollo (Tang et al. 2001) podria ser responsable de
la reduccién de la actividad espontanea de las neuronas estriatales que ocurre durante la
adolescencia normal en ratones (Galifianes et al. 2009). En esta direccidon, se observd que la
HFS-LTD es regulada durante el desarrollo postnatal de manera dependiente de las vias
dopaminérgicas. En animales juveniles (pre-adolescentes) control y lesionados, un intento de
induccion de plasticidad mediante HFS in vivo produce un fendmeno de depresidon cuya
magnitud y duracion es igual en ambos grupos (figura 1.9D). En cambio, en animales adultos, el
grupo control presenta una depresidén transitoria luego de un intento de induccién de
plasticidad mientras que los lesionados tienen un perfil de respuesta similar al del grupo juvenil
(figura 1.9D). Nuestra interpretacion de estos resultados fue que la acumulacidn de eventos de
LTD durante el desarrollo lleva a la transmisién cérticoestriatal cerca de su piso de eficacia, y en
consecuencia es mas dificil inducir LTD en el adulto. Por otro lado, la disminucién de la eficacia
sinaptica corticoestriatal se relacionaria con la disminucidn en la actividad espontanea estriatal
gue ocurre normalmente con la edad. Por el contrario, en ausencia de dopamina, la menor
acumulacién de LTD durante el desarrollo derivaria en una mayor actividad espontanea

estriatal y un mayor margen de eficacia sinaptica que reducir induciendo LTD en el adulto.

Una prediccion de esta hipdtesis es que sucesivos intentos para inducir LTD cdrticoestriatal no
tendrian efecto en el animal adulto ya que la transmisién corticoestriatal estaria cerca de un
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piso, mientras que si lo tendrian en el animal lesionado. Durante mi tesis de licenciatura,
estudiamos esta posibilidad mediante un protocolo "de saturacion" que consistio en la
aplicacion sucesiva de inducciones HFS con el fin de llegar a la maxima depresion
corticoestriatal posible. Contrariamente a lo que esperdbamos, todos los grupos
independientemente de la edad y lesidn llegaron llegaron al mismo piso de transmisiéon
corticoestriatal (figura I.9F). Sin embargo, los adultos con lesidon neonatal lo hicieron luego del
primer o segundo episodio de HFS mientras que los controles requirieron tres o cuatro
inducciones antes de alcanzar su piso, sugiriendo una mayor susceptibilidad a la HFS luego de la

lesion.

Tal como veremos mas adelante, durante esta tesis abordamos nuevamente estas preguntas ya
que diferencias en la susceptibilidad a sufrir procesos de LTD podrian resultar en una
disminucion de la fuerza con la que se conecta la corteza con el estriado, hecho de interés ya
gue pacientes con desdérdenes neuropsiquidtricos presuntamente asociados a un estado
hipodopaminérgico durante el desarrollo pueden mostrar déficit en el conexionado

corticoestriatal.
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Figura 1.9. A. Cortes coronales de cerebro de raton que muestran la inmunoreactividad de tirosina
hidroxilasa como marcador de las neuronas dopaminérgicas (SN y VTA) y sus proyecciones (CPu) en un
ratén control y otro que sufrié una lesion neonatal de las neuronas dopaminérgicas. B. Sitios activos que
presentan actividad espontdnea por mm de recorrido del electrodo a través del estriado. Existe una
disminucion de la actividad espontdnea con la edad en animales controles, que no ocurre en animales
con lesion (ANOVA dos vias, test de Tukey *p<0.0005). C. Se midieron potenciales de campo local
estriatales para evaluar la conectividad cdrticoestriatal. La amplitud de dichos potenciales correlaciona
con la descarga de potenciales de accion por neuronas estriatales. D. Efectos de una HFS cortical sobre la
respuesta de campo cdrticoestriatal. Se observa LTD en todos los grupos excepto los adultos normales,
que solo sufren una depresion transitoria corticoestriatal (ANOVA 2 vias de medidas repetidas, test de
Tukey *p<0.05). E. La HFS-LTD cérticoestriatal es independiente de dopamina in vivo, como demuestran
experimentos de farmacologia en ratones jovenes donde la administracion conjunta de antagonistas D1
(SCH23390) y D2 (Eticlopide) no impide la LTD. Los datos de B-E fueron obtenidos por Galifianes y col. y
en parte publicados en Galifianes y col. 2009. F. Protocolo de saturacion de la LTD cérticoestriatal con
cuatro HFS. La edad y lesion no modifican el grado mdximo de depresion que se puede alcanzar en el
protocolo de saturacion (ANOVA de dos vias el tiempo recuadrado con linea punteada). Datos
correspondientes a la tesis de licenciatura de Bdrbara Braz.
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lil. 1) Patologias asociadas al neurodesarrollo de los GB

Existe evidencia que sugiere que ciertas condiciones neuropsiquidtricas, como el trastorno de
déficit de la atencién con hiperactividad (TDAH) y el sindrome de Tourette (ST) pueden deberse
a alteraciones tempranas en el funcionamiento de los circuitos cOrticoestriatales y alteraciones
en la funcién dopaminérgica (Graybiel 2008). Estos desdrdenes comienzan a expresarse

durante la infancia y los sintomas pueden persistir en la adolescencia tardia o en el adulto.

El ST se caracteriza por la presencia de tics motores y fonoldgicos, y la expresion repetitiva de
conductas inapropiadas en el contexto en el que se presentan. Tipicamente comienza alrededor
de los 7 afios de edad con tics que involucran los musculos de los ojos y rostro, cuello y
hombros. Las vocalizaciones frecuentemente comienzan 1 o 2 aifos después de que comiencen
los sintomas motores. Si bien no se conoce su etiologia, distintos estudios sugieren que existen
alteraciones en los circuitos cérticoestriatales y en la transmisién dopaminérgica. Estudios de
imagenes muestran la existencia de una disminucién volumétrica en el nucleo caudado de nifios
y adultos con ST (Castellanos et al. 1996). Ademas, estudios neuropatolégicos han reportado
gue existe una disminucion en el nivel de inmunoreactividad para dinorfina A en las
proyecciones estriatales hacia el globo pdlido (Haber et al. 1986). Por otro lado, la mayoria de
los pacientes (>80%) reportan reduccion significativa de los sintomas cuando se les administra
haloperidol o antipsicéticos que bloquea selectivamente los D2R (Shapiro et al. 1989) lo que es
consistente con la idea de que alteraciones en la transmision dopaminérgica estarian

involucradas en la aparicién de los sintomas.

El TDHA es un desorden clinicamente heterogéneo que comienza temprano en la infancia y se
caracteriza por la presencia de alteraciones en la atencién, hiperactividad e impulsividad. De

44



acuerdo a la prevalencia de los signos conductuales, el TDHA puede ser clasificado en subtipo
inatento, impulsivo/hiperactivo o combinado (DSM IV). Su impacto en la sociedad es enorme en
términos de costo y estrés para el grupo familiar, ya que genera resultados académicos y
vocacionales adversos para los pacientes. En la adolescencia, la hiperactividad e impulsividad
pueden disminuir pero, en la mayoria de los casos persisten alteraciones de la conducta o el

desempefio social (Biederman & Faraone 2005; Wilens et al. 2009; Klein et al. 2012).

La etiologia del TDHA no ha sido aclarada. Una hipdtesis muy difundida es la teoria del déficit de
dopamina. Esta teoria postula que un estado hipodopaminérgico instaurado de forma
temprana en la vida del paciente, resultante de factores genéticos predisponentes combinados
con factores ambientales y psicosociales adversos, estaria relacionada con la aparicién del
TDHA. Dentro de las evidencias que apoyan esta hipétesis (Liston et al. 2011) podemos citar: 1)
anormalidades en los circuitos fronto-estriatales (que estdan modulados por DA), en particular,
una disminucién en el tamafo de sus componentes y una disminucién en su activacion durante
tareas conductuales; 2) la administracidon de psicoestimulantes que aumentan la transmision
dopaminérgica, reduce los sintomas de hiperactividad, falta de atencion e impulsividad; 3) una
disminucion en la actividad dopaminérgica en el caudado de pacientes con TDHA (Volkow et al.
2007); 4) estudios genéticos detectaron la asociacion del TDHA con variantes alélicas de genes
relacionados a la funcion dopaminérgica, tales como el receptor de dopamina D4 (D4R) y el

transportador de dopamina.

No se trata de la Unica teoria sobre el origen del TDHA. Otra muy difundida pone el foco en la
corteza prefrontal. Las evidencias que la soportan incluyen la existencia de alteraciones
morfoldgicas y funcionales detectadas en estudios de imagenes funcionales realizados en
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pacientes (Konrad & Simon B. Eickhoff 2010), la presencia de déficit cognitivos en los pacientes
gue son tradicionalmente asociados a la funcién prefrontal (Barkley 1997), y el hecho que
drogas que selectivamente aumentan la transmisiéon noradrenérgica (que es mads relevante en
la corteza prefrontal que en el estriado) también muestran eficacia sobre los sintomas de los

pacientes (Arnsten 2011).

En este contexto se han propuesto que el déficit de atencién estaria relacionado con una
disfuncién de circuitos prefrontoestriatales, que ocasionaria déficits en la capacidad de suprimir
pensamientos o acciones inapropiadas ("behavioral inhibition"), mientras que los sintomas de
hiperactividad e impulsividad se relacionarian con alteraciones en los circuitos
mesocorticolimbicos, responsables del procesamiento de la recompensa y la

novedad/prominencia de los eventos ambientales (Liston et al. 2011).

Existen altos niveles de comorbilidad entre TDHA, TS y el trastorno obsesivo compulsivo (TOC).
Por ejemplo, el 50% de los pacientes con TS son diagnosticados también como TDHA (Comings
& Comings 1987; Bruun & Budman 1992), y un 60% como TOC (Pauls et al. 1986; Pauls et al.
1991). Esto ha llevado a pensar que no se trata de entidades completamente independientes,
sino que compartirian mecanismos etiopatogénicos que resultan en diferentes expresiones
clinicas segin cémo se combinan en un paciente dado y cdmo interaccionan con el tiempo y el
ambiente (Hyman 2010). Es importante destacar que los manuales de diagndstico como las
distintas versiones del DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) establecen
criterios operativos para clasificar a los pacientes de acuerdo con sus alteraciones
conductuales, y no sobre la base de las alteraciones bioldgicas subyacentes a las mismas. La
naturaleza heterogénea de los sintomas y los altos niveles de comorbilidad hacen muy dificil
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validar modelos animales de estas condiciones psiquiatricas en base a los criterios establecidos
en manuales como el DSM-IV, es decir, siguiendo una aproximacién top down (ver figura 1.10).
En este tipo de aproximaciones, se intenta establecer un modelo animal de una entidad clinica
mediante el estudio de la validez de apariencia, es decir, analizando si el modelo exhibe
fenotipos andlogos a los sintomas humanos. En esta clase de estudios también es importante el
estudio de la validez predictiva, es decir, si los tratamientos que se utilizan para mejorar los
sintomas en humanos tienen un efecto andlogo en la conducta del animal propuesto como

modelo.

Como dijimos antes, no es posible establecer con certeza si desdrdenes neuropsiquiatricos
como el TDHA constituyen entidades clinicas Unicas y diferentes de otros trastornos como el TS
y TOC. Ademds, se conoce muy poco acerca de los mecanismos etiolégicos de estos
desérdenes. Debido a esto, se ha propuesto la necesidad de modelar sintomas especificos o
conjuntos de sintomas, en lugar de sindromes completos (Fernando & Robbins 2011).
Aproximaciones que contemplen dilucidar las manifestaciones comportamentales resultantes
de distintos mecanismos etiopatogénicos ayudarian a definir fenotipos intermedios y a
comprender su contribucidon en desérdenes neuropsiquiatricos diversos (Gottesman & Gould
2003). En este contexto, el estudio del impacto de una manipulacidn bioldgica puntual sobre la
conducta y la fisiologia de circuitos, es decir una aproximacién bottom up, resultaria ventajoso

para entender las bases bioldgicas asociadas a grupos de sintomas (ver figura 1.10).
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Figura 1.10. Aproximaciones top down y bottom up para el establecimiento de modelos animales de
patologias neuropsiquidtricas.

lll. lll) Lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas

En 1972, Breese y Taylor lesionaron las neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas
administrando intracerebralmente la toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en roedores
neonatos, dado que este periodo es critico para el desarrollo de neuronas catecolaminérgicas
(Breese & Traylor 1972). Un tiempo después, se logré la lesidon especifica de las neuronas
dopaminérgicas mediante el pretratamiento de los animales neonatos con desipramina, un
blogueante de la recaptacién de noradrenalina para prevenir la lesién de neuronas

noradrenérgicas (Smith et al. 1973).

La administracidon de 6-OHDA de forma intracerebroventricular en ratones neonatos produce la
muerte de una gran cantidad de neuronas dopaminérgicas que proyectan al estriado, con un

efecto menos marcado para las que proyectan a la corteza prefrontal y el nldcleo accumbens. Se
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ha reportado que la mayor pérdida de neuronas, mayor al 80%, se da en la SNc que es la zona
gue proyecta preferencialmente al estriado dorsal (M E Avale et al. 2004). Las neuronas de la
ATV, que proyectan preferencialmente a la corteza prefrontal y el accumbens, son menos

sensibles a la toxina ya que muestran un grado de lesion del 34% (M E Avale et al. 2004).

Acompanando la pérdida de neuronas dopaminérgicas ha sido descripta la existencia de
cambios compensatorios. Se produce un aumento del contenido estriatal de serotonina y de la
inervacién serotoninérgica al estriado proveniente del rafe dorsal (Berger et al. 1985; Maria
Elena Avale et al. 2004; Breese et al. 2005). Ademds, se han reportado mecanismos
compensatorios que actuan en sentido de la transmision dopaminérgica estriatal tales como un
aumento en los niveles de mensajero de la enzima tirosina hidroxilasa (que interviene en la
sintesis de DA) en las neuronas dopaminérgicas remanentes, pérdida de autorreceptores D2
(estdn presentes en las terminales dopaminérgicas estriatales y su activacién inhibe Ia
liberacion de dopamina), disminucion de la actividad del transportador de dopamina (cuya
accion disminuye la DA en el espacio sindptico) y cambios en la sensibilidad de receptores D1y

D2 postsinapticos estriatales (Davids et al. 2003).

Con respecto al impacto conductual de este tratamiento, mientras que la lesidn 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), cuando es efectuada en ratones neonatos no produce ninguna de estas alteraciones
neuroldgicas. En contraste, los roedores con lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas
presentan un aumento de la actividad locomotora alrededor de los 30 dias de edad que luego
se normaliza en el adulto (Shaywitz, Yager, et al. 1976; Maria Elena Avale et al. 2004). Ademas,
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lactan de manera normal y luego del destete se alimentan y toman agua por si mismos de la
misma manera que los ratones control, aunque presenta un leve retraso en la tasa de
crecimiento y un menor tamano corporal (Shaywitz, Yager, et al. 1976; Maria Elena Avale et al.
2004). El periodo de hiperactividad observado en este modelo ocurre a una edad que
corresponde a la preadolescencia en humanos y revierte de forma dosis-dependiente con la
administracion de psicoestimulantes como la anfetamina y el metilfenidato (Davids et al. 2003;
M E Avale et al. 2004; Shaywitz, Klopper, et al. 1976). Ademads, los animales lesionados
presentan déficits de aprendizaje y memoria, ya que fallan en tareas de discriminacion espacial
y respuestas operantes (Archer et al. 1988; Nemirovsky et al. 2009). Por estas caracteristicas,
desde una perspectiva top down se ha propuesto a la lesidn neonatal de neuronas
dopaminérgicas como un modelo animal de "disfuncidn cerebral minima" (Shaywitz, Yager, et
al. 1976), entidad clinica que con la aparicidn de sucesivas ediciones del DSM fue desplazada
por el TDAH, con validez de apariencia, dado que reproduce aspectos clave de la conducta de
los pacientes, y con validez predictiva, porque responde a tratamientos farmacoldgicos de
modo similar que los pacientes. Sin embargo, el modelo carece de validez de construcciéon dado
gue no hay reportes de pérdidas de neuronas dopaminérgicas en pacientes con TDAH, aunque
se presume que los pacientes con TDAH se encuentran en un estado hipodopaminérgico ya que
muestran una disminucién en la actividad dopaminérgica en el nucleo caudado (Volkow et al.
2007) y responden a drogas que incrementan la transmisién dopaminérgica (Biederman &

Faraone 2005).

Aunque la presencia de hiperactividad juvenil, déficits de aprendizaje y reversidon de sintomas

por psicoestimulantes son argumentos fuertes para validar el modelo en el contexto del TDAH,
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en la literatura existen datos incongruentes con su similitud con el TDAH. Por ejemplo, algunos
estudios mostraron persistencia de ciertas formas de hiperactividad (Miller et al. 1981,
Luthman et al. 1997) y déficit de aprendizaje (Archer et al. 2002) en el adulto. Otros estudios
describen al modelo como hipoquinético (Kostrzewa et al. 2006) o muestran que algunos tipos
de aprendizaje estan preservados (Levine et al. 1980; Pearson et al. 1984). Asi, surge que no se
ha caracterizado el déficit cognitivo de base que afecta algunos tipos de aprendizaje (Moy
1995) ni existen hipdtesis que conecten la hiperactividad con dichos déficits (Heffner & Seiden

1983; Pearson et al. 1984).

Por todo esto pensamos que un abordaje de tipo bottom-up del modelo de lesién neonatal de
neuronas dopaminérgicas seria de gran interés para comprender cémo se establecen las

conductas patologicas en diversos desérdenes neuropsiquiatricos, entre ellos, el TDHA.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Esta tesis de doctorado se enmarca en el objetivo general de esclarecer los mecanismos
postnatales de la maduracion del sistema corticoestriatal y su conexion con la adquisicion de
conductas normales y patoldgicas. Un desafio de la investigacion en el campo es abordar con
modelos animales cémo contribuyen distintos neuromoduladores y circuitos en la generacion
de los sintomas presentes en desérdenes conductuales como el TDAH, ST y TOC (Fernando &
Robbins 2011). La hipd6tesis general detrds de esta linea de investigacién es que durante la
infancia y la adolescencia el conexionado funcional y anatdémico de los circuitos
cOrticoestriatales adquiere las propiedades del sistema adulto. De estas propiedades
dependerian aspectos clave del comportamiento, como ser el interés por lo novedoso, la
capacidad de persistir en la busqueda de un objetivo, la adquisicidon de conductas orientadas a
conseguir metas (Graybiel 2008; Berridge 2013; Ding & Gold 2013; Pearson & Platt 2013). La
dopamina cumpliria un rol central en la maduracién del conexionado cdrticoestriatal (Tang et
al. 2001; Galifianes et al. 2009) de modo que alteraciones tempranas en la neurotransmision

dopaminérgica podrian contribuir a la aparicién de TDAH, TS y TOC.

La alta comorbilidad que existe entre estos desérdenes ha llevado a pensar que no se trata de
entidades completamente independientes, sino que compartirian mecanismos etiopatogénicos
(Hyman 2010). La naturaleza heterogénea de los sintomas y los altos niveles de comorbilidad
hacen muy dificil validar modelos animales en base a estudios de tipo top down y en anos
recientes se ha destacado la importancia de las aproximaciones de tipo bottom up para
entender las bases bioldgicas de grupos de sintomas en lugar de modelar un sindrome entero
(Fernando & Robbins 2011). El objetivo de esta tesis fue examinar los efectos de la lesién
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neonatal de neuronas dopaminérgicas desde una perspectiva bottom-up para buscar
comprender cémo luciria una condicidn neuropsiquidtrica relacionada a un estado
hipodopaminérgico de aparicién temprana, tanto desde la perspectiva comportamental como

anatomofuncional.

En linea con ideas recientes acerca del rol de la dopamina en orientar la conducta hacia
estimulos salientes y la busqueda de informacidon como instancias activacionales que permiten
el aprendizaje (Salamone et al. 2014), el primer objetivo especifico fue analizar conductas de
exploracién y explotacion de ambientes novedosos y diversos en cuanto a la complejidad y
grado de incertidumbre de los estimulos disponibles, antes que el desempefio en paradigmas
tradicionales de aprendizaje. Dado que la informacién en si misma ha sido propuesta como una
forma de recompensa, nuestra hipodtesis fue que la lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas
determina la adquisicion de una estrategia anormal de explotacion / exploracion que se
manifiesta de manera variable segun las caracteristicas del ambiente que el animal enfrenta y
la edad del animal. Esto es importante ya que en los citados desdrdenes neuropsiquiatricos los
sintomas mutan seglin cambian el entorno y la edad (Hyman 2010). Para desafiar esta hipotesis
analizamos la conducta de animales con lesidn y sus respectivos controles, a distintas edades,
en ambientes simples (ej., campo abierto tradicional) y complejos (ej., laberintos), en presencia
o ausencia de estimulos salientes (objetos, congéneres), para inducir estrategias variadas de

exploracion y explotacion.

Distintas evidencias apuntan a la existencia de alteraciones en los circuitos corticoestriatales
asociativos en los animales con lesidon neonatal de neuronas dopaminérgicas. En primer lugar,
estos animales muestran una deplecion dopaminérgica maxima en el estriado dorsomedial
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(Galifanes et al. 2009). Por otro lado, las decisiones de foraging involucran actividad neuronal
en los circuitos coérticoestriatales asociativos (Daw et al. 2006; Hayden et al. 2011). Por ultimo,
pacientes con TDAH y desérdenes relacionados muestran alteraciones funcionales en estos
circuitos (Konrad & Simon B Eickhoff 2010; Liston et al. 2011). Dado que la dopamina es un
modulador clave de la plasticidad cdrticoestriatal, nos propusimos estudiar las capacidades
plasticas de los circuitos que involucran a la corteza medial prefrontal y el estriado dorsomedial.
Registros electrofisioldgicos in vivo hechos en el laboratorio mostraron que es posible inducir
HFS-LTD en los animales adultos con lesién mientras que los adultos control solo muestran una
depresidn transitoria, sin diferencias en el grupo juvenil (figura 1.9D). La aplicacion sucesiva de
HFS genera una LTD maxima que es igual en todos los grupos independientemente de la lesidn
y la edad (figura 1.9F). Estos resultados sugirieron la hipdtesis de que los animales adultos con
lesion dopaminérgica neonatal son mds susceptibles a sufrir procesos de LTD corticoestriatal.
Entonces, el segundo objetivo especifico que nos planteamos fue estudiar en mayor detalle
las diferencias en la susceptibilidad a sufrir procesos de LTD codrticoestriatal en animales con
lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas. Estudiamos la LTD codrticoestriatal in vivo
mediante un protocolo de dos inducciones de plasticidad separadas por una hora y media a
modo de ver los efectos a largo plazo de cada induccién y evidenciar en mayor medida las

diferencias de susceptibilidad entre los grupos.

Si extendemos estas ideas a procesos de LTD cérticoestriatal fisioldgicos, una prediccion seria
gue una mayor acumulaciéon de eventos de depresién determinaria una menor conectividad
corticoestriatal en los animales mas susceptibles. Siguiendo estas ideas, como tercer objetivo

nos propusimos estudiar la existencia de alteraciones en la conectividad de los circuitos
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corticoestriatales en animales juveniles y adultos con lesion dopaminérgica neonatal. Nuestra
hipdtesis fue que la lesion dopaminérgica neonatal disminuye la conectividad funcional de los
circuitos que unen la corteza prefrontal con el estriado medial y que esta desconexion es mds
prominente en los animales adultos con lesion. Realizamos registros electrofisioldgicos in vivo
de potencial de campo estriatal evocado por distintas intensidades de estimulacién en la
corteza prelimbica, y estudiamos el patrén de respuesta en animales adultos y juveniles.
Pensamos que cambios en la conectividad y en la plasticidad de los circuitos cdrticoestriatales
asociativos podrian subyacer a la adquisicion de estrategias de exploracion y explotaciéon

anormales en estos animales.

Por ultimo, nos propusimos estudiar las alteraciones morfoldgicas de las neuronas de
proyeccidn estriatales inducidas por la lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas. Distintos
estudios han reportado cambios morfolégicos en las NEM como consecuencia de lesiones
nigroestriatales en el adulto, como deplecién de espinas dendriticas, que puede o no estar
acompafiada de contraccion del arbol dendritico (Wang et al. 2006; Villalba et al. 2009; Zhang
et al. 2013; Sudrez et al. 2014). También que la dopamina y otros factores liberados por
neuronas dopaminérgicas promueven modificaciones dendriticas en las NEM (Fasano et al.
2013). Ademas, diversos estudios muestran que el nucleo caudado humano se reduce de
tamafio durante la adolescencia (Castellanos 2002), fendmeno que ha sido hipotéticamente
atribuido a fendmenos de podado sinaptico (Toga et al. 2006), y depende en parte de factores
genéticos relacionados con la neurotransmision dopaminérgica (Durston et al. 2005). La
trayectoria de los cambios morfoldgicos que ocurren en el caudado durante la adolescencia

difiere entre sujetos control y aquellos que recibieron el diagndstico de TDHA (Castellanos
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2002). Nuestra hipdtesis es que un déficit temprano en la transmision dopaminérgica resulta en

un deterioro del desarrollo dendritico en las neuronas de proyeccion estriatales.
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RESULTADOS

I) Conducta: Alteraciones en el balance exploracién/explotacion en animales con lesidn

neonatal de neuronas dopaminérgicas.

Ratones CF1 macho de dos dias de edad fueron pretratados con desipramina para proteger las
terminaciones noradrenérgicas, anestesiados en hielo triturado e injectados con 6-OHDA o
vehiculo en ambos ventriculos laterales tal como se describe en detalle en la seccién Métodos.
Los test conductuales fueron realizados una vez alcanzada la edad adulta (12-30 semanas de
edad) o durante la juventud (dia postnatal 30 al 50) segun se describe a continuacion. La edad
de los ratones juveniles corresponde a la preadolescencia y adolescencia, segln la literatura
correspondiente a roedores. Al igual que otras especies, los ratones atraviesan un periodo
donde se incrementan la atraccion por lo novedoso, la toma de riesgos y la sociabilidad, en
coincidencia con la pubertad, que se extiende aproximadamente desde el dia postnatal 40

hasta la octava semana de vida (Spear 2000).

Abordamos inicialmente el comportamiento del adulto (secciones I.I y LII), ya que los datos
fisioldgicos del laboratorio indicaban alteraciones de la actividad cdrticoestriatal durante este
periodo de la vida (Galifianes y col., 2009; ver introduccién seccion IlL.1), sin un claro correlato
conductual en la literatura. Luego nos interesamos por determinar si los déficit observados en

adultos emergian temprano durante la juventud (seccidn LIII).
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Figura R.1. Esquema del abordaje experimental. En el dia postnatal dos (PD2), se realizo la lesion
neonatal de neuronas dopaminérgicas mediante la inyeccion intraventricular de 6-OHDA. Cuando los
animales alcanzaron la edad juvenil (PD30-50) o adulta (semana 12 a 30) se dividieron en grupos
independientes y se analizd la conducta en una bateria de tests comportamentales (seccion 1), se
realizaron registros electrofisiologicos para estudiar la plasticidad (seccion 1) y la conectividad
corticoestriatal (seccion Ill) o se efectud el andlisis morfoldgico de las NEM mediante la inyeccion del
colorante lucifer yellow (seccion IV). Al finalizar los experimentos, los animales fueron sacrificados y se
analizo el grado de lesion mediante inmunohistoquimica contra la enzima tirosina hidroxilasa (TH), clave
para la sintesis de dopamina. Se muestran secciones coronales a la altura del estriado (arriba) y del
mesencéfalo (abajo) para animales control y con lesion. Se observa una marca de intensidad muy
reducida en los animales con lesion. Referencias: CPu: caudado-putamen, SN: sustancia negra parte
compacta, VTA: drea tegmental ventral.
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1.1) Alteracion de la conducta exploratoria dependiente del contexto en animales adultos con

lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas.

La lesién neonatal de neuronas dopaminérgicas con la toxina 6-OHDA produce un fenotipo
hiperlocomotor en el periodo juvenil que revierte espontdneamente en el adulto,
probablemente debido a mecanismos compensatorios (Shaywitz, Yager, et al. 1976; Maria
Elena Avale et al. 2004; Galifianes et al. 2009). Desde una perspectiva top-down, este fenotipo
fue considerado como de validez de apariencia para TDAH (Shaywitz, Yager, et al. 1976; Maria
Elena Avale et al. 2004). Sin embargo, ciertas formas de hiperactividad pueden persistir en el
adulto, especialmente luego de una denervacién dopaminérgica neonatal extensa (Miller et al.
1981; Luthman et al. 1997). Teniendo en cuenta esto, y considerando que en diversas
condiciones neuropsiquidtricas los sintomas se presentan, exacerban o mutan de acuerdo al
contexto y la edad, nos preguntamos si los animales adultos que sufrieron una lesidn
dopaminérgica neonatal exhiben hiperactividad y comportamientos repetitivos en condiciones
y contextos diferentes al campo abierto estandar, pudiendo deberse a algo mas que una mera

activacion motora.

Los animales fueron sometidos a una bateria de test conductuales luego del alcanzar la adultez
(a partir de las 12 semanas de edad). De acuerdo a lo esperado, cuando fueron testeados en
una arena abierta de tamano estandar (40 x 40 cm), no mostraron hiperactividad (figura R.2A).
Sin embargo, en una arena pequena (15 x 20 cm) disefiada para estudiar comportamientos
repetitivos, los animales con lesidn presentaron un incremento en la actividad exploratoria

vertical (figura R.2B, RM-ANOVA).
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La hiperactividad contexto dependiente que observamos podria reflejar alteraciones de la
actividad exploratoria o conductas perseverantes extendidas mas alld de la actividad
exploratoria. Para estudiar conductas perseverantes analizamos la conducta de acicalamiento o
grooming, que es un tipo de perseverancia auto-dirigida, y el enterramiento de bolitas, que
evalla la perseverancia dirigida hacia objetos, cuantificando el nimero de objetos extrafos
(bolitas) enterrados por el animal en un tiempo dado. La conducta de grooming ocurre de
forma espontdnea en ratones y se incrementa notablemente con la aplicacion de agua sobre el
pelaje del animal. Los animales con lesidon presentaron un nivel de grooming espontaneo
normal (figura R.2B) pero los niveles de grooming inducido mediante la aplicacién de dos
pulverizaciones de agua se encontraron reducidos en este grupo experimental (figura R.2B). Por
otro lado, en una jaula estandar con 20 bolitas apoyadas sobre una cama de viruta, los animales
con lesidon presentaron una marcada disminucion en la conducta de enterramiento (figura

R.20).
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Figura R.2. Los animales adultos con lesion neonatal no presentan déficits motores ni un exceso de
comportamientos repetitivos anémalos generalizados. A. Arena abierta estdndar. Los animales fueron
expuestos a una arena novedosa de 40 x 40 cm durante 30 minutos. No observamos diferencias en la
distancia total recorrida (t test, p=0.9), distancia en el centro (t test, p=0.6) y la velocidad mdxima
(Mann-Whitney, p=0.5). B. Arena pequefia. Los animales fueron expuestos a una arena de 15 x 20 cm y
se cuantificé el grooming y la actividad exploratoria vertical durante 15 minutos en la condicion
espontdnea y por otros 15 minutos luego de aplicar dos pulverizaciones de agua en el lomo de los
animales para inducir el grooming. Los animales con lesion mostraron un nivel normal de grooming
espontdneo pero una menor induccion de grooming en respuesta a la pulverizacién de agua (RM ANOVA,
interaccion: p=0.01, *p<0.05 Tukey post hoc). Ademds, mostraron un incremento en la actividad vertical
en ambas condiciones (RM ANOVA, efecto del tratamiento: *p<0.001). C. Enterramiento de bolitas. Los
animales fueron colocados en una jaula estdndar con 5 cm de viruta en el fondo y 20 bolitas distribuidas
en forma de grilla durante 30 min. Se cuantificé el nimero de bolitas enterradas al final del test. Los
animales con lesion mostraron menores niveles de enterramiento a lo largo del tiempo (RM ANOVA,
interaccion: p<0.001, Tukey post hoc *p<0.05 **p<0.001). Se muestran fotos representativas al finalizar
el test.

La exploracidon y las conductas perseverantes pueden ser modificados por la ansiedad. Sin

embargo, los animales lesionados presentaron pardmetros normales relacionados a la ansiedad
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en la arena abierta estandar, como ser, el porcentaje de la distancia recorrida correspondiente
a la zona central "ansiogénica” de la arena (figura R.2A). Ademas, en el test del laberinto en
cruz elevado los animales con lesién no mostraron un fenotipo consistente con cambios en los
niveles de ansiedad (figura R.3). Se trata de una tarea que evalula el conflicto entre explorar un
ambiente novedoso vy los niveles de ansiedad que genera la exposicion a un ambiente abierto
sin refugios. Para ello, este laberinto posee dos brazos sin paredes (brazos abiertos), y dos con
paredes (brazos cerrados), siendo los primeros mas ricos en informacién pero potencialmente
mas peligrosos y ansiogénicos. Como se esperaba los animales control ingresaron mas veces a
los brazos cerrados permaneciendo mds tiempo en los mismos. Sin embargo, los animales
lesionados pasaron mas tiempo en los brazos abiertos, pero entraron menos veces a dichos
brazos. Este patrén no se condice con un incremento en las conductas relacionadas con la
ansiedad asi como tampoco como con una reduccion de las mismas. Por ejemplo, el
tratamiento farmacoldégico con ansioliticos aumenta la cantidad de entradas y el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos (Pellow & File 1986; Lister 1987) mientras que protocolos
cronicos de estrés producen una disminucién en sentido opuesto (D’Aquila et al. 1994; Hata et
al. 2001). Un analisis detallado de las conductas durante la tarea mostré que, los animales con
lesidn recorrieron una menor distancia total en el laberinto en cruz elevado, y durante su
permanencia en los brazos abiertos mostraron conductas de exploracién exacerbadas. En
particular, invirtieron mds tiempo en conductas de exploracién local denominadas head
dippings (figura R.3), lo cual podria explicar el incremento en la permanencia en dichos brazos.
Analizados en su conjunto los resultados sugieren que el fenotipo no se deberia a cambios en la

ansiedad sino a una alteracién en el patrén de exploracién.
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Figura R.3. Los niveles de ansiedad en los animales adultos con lesion fueron normales en un laberinto
en cruz elevado. Los animales con lesion recorrieron una menor distancia (Mann-Whitney U=53,
**p<0.001), pasaron mds tiempo en los brazos abiertos (RM ANOVA, interaccion: p<0.001, Tukey post
hoc **p<0.001), entraron un menor numero de veces a los brazos del laberinto (RM ANOVA, interaccion:
p=0.002, Tukey post hoc *p<0.05 **p<0.001) y exhibieron mds (Mann-Whitney, **p<0.001) y mds largos
head dippings (Mann-Whitney, **p<0.001).

En resumen, especulamos que los animales con lesidon neonatal de neuronas dopaminérgicas
presentan una conducta exploratoria anormal que se manifiesta de diferentes maneras segin
el contexto, mas que un fenotipo hiperlocomotor, conductas repetitivas estereotipadas o

cambios en las conductas relacionadas a la ansiedad.

Para evaluar en mas profundidad el efecto del contexto sobre la actividad exploratoria,
expusimos a los animales a una arena abierta de gran tamafio (1,25 metros de didmetro). En
este tipo de arena los animales control exhiben una estrategia exploratoria dual, que involucra
la exploracién global de la arena mediante la locomocidn, y la realizacidon de conductas de
exploracion local que incluyen movimientos de la cabeza sin desplazamiento corporal. Los
animales con lesién tardaron diez veces mas en salir del primer cuadrante de la arena (se
considera que salieron del primer cuadrante cuando exploran un cuarto de la arena, en general
recorriendo la periferia) y cinco veces mas en recorrer la arena en su totalidad (figura R.4A)

respecto a los controles. Ademas, la distancia recorrida por los animales lesionados fue

63



significativamente menor (figura R.4A) y exhibieron una exploracion local incrementada
durante los primeros diez minutos de la prueba, medida como la distancia recorrida por la
cabeza en relacién al cuerpo (figura R.4A). Estos resultados son sorprendentes en relacién a la
conducta observada en la arena de tamafio tradicional y sugieren que los animales con lesion
presentan una estrategia exploratoria desbalanceada, en la cual se favorece la exploracién local

por sobre la exploracion global del ambiente.

Para corroborar la existencia de un déficit de exploracién de ambientes novedosos que podrian
esconder mucha informacidn, expusimos a los animales a un laberinto en forma de Y o Y maze,
un test que evalua la tendencia natural de los animales a alternar la exploracién de los brazos
del laberinto con el objetivo de maximizar la busqueda de informacién. Entonces, si un animal
comienza explorando el brazo A y luego explora el B, para maximizar la busqueda de
informacidn el brazo siguiente a explorar seria el C, en cuyo caso el animal deberd recurrir a su
memoria de trabajo para recordar qué brazos visitd con anterioridad. En este laberinto, los
animales control mostraron un patrén de exploracion que se aleja de la eleccidn al azar de los
brazos, representada en un indice de alternancia superior al 50% (figura R.4B). Los ratones
lesionados presentaron un menor numero de visitas a los brazos del laberinto, permanecieron
mas tiempo en el brazo inicial y tardaron mas en visitar los tres brazos. Esta prueba también
reveld un déficit en la alternancia espontanea en los animales lesionados respecto de los
controles. Si bien, esto podria ser interpretado como un déficit en la memoria de trabajo,
también podria estar relacionado a la mayor carga de memoria resultante del mayor tiempo

gue estos animales pasan en cada brazo. Estos resultados son consistentes con la idea de que
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los animales con lesién presentan una alteracion en el patrén exploratorio de ambientes

espacialmente complejos que demandan estrategias especiales de exploracion.
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Figura R.4. Déficits en la exploracion global del ambiente y exacerbacion de conductas exploratorias
locales en los animales con lesion. A. Arena de gran tamaio. Los animales con lesion recorrieron una
menor distancia total (Mann-Whitney, **p<0.001), y tardaron mds tiempo en salir del primer cuadrante
(Mann-Whitney, **p<0.001) y en visitar todos los cuadrantes (Mann-Whitney, **p<0.001). Los animales
con lesion presentaron un incremento en la exploracion local en la forma de un incremento en la
distancia recorrida por la cabeza en relacion al cuerpo (RM ANOVA, interaccion: p<0.001, Tukey post hoc
*p<0.05 **p<0.001).Se muestran ejemplos representativos de las trayectorias recorridas a distintos
tiempos. Las lineas punteadas indican la posicion de los distintos cuadrantes. B. Alternancia espontdnea
en un laberinto en forma de Y. La distancia total recorrida en el laberinto fue menor (t test, *p=0.01)
mientras que la latencia en salir del primer cuadrante (Mann-Whitney, **p<0.001) y en visitar todos los
brazos (Mann-Whitney, *p=0.032) fue mayor en los animales lesionados.
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L.ll) Déficit en la explotaciéon de oportunidades como consecuencia de la lesion neonatal de

neuronas dopaminérgicas.

La utilizacién éptima de las oportunidades presentes en el ambiente, ya sea recursos de tipo
social, nutricional o refugio, depende de la toma de decisiones de forrajeo o foraging (Cohen et
al. 2007; Adams et al. 2012). Las decisiones de foraging involucran la eleccidén entre explotar un
recurso local o buscar un recurso alternativo en otro lugar. Los animales con lesién neonatal
podrian tener déficits en la toma de decisiones de foraging, dado que fallan en buscar refugio
en ambientes potencialmente riesgosos (como el laberinto en cruz elevado), ocultar objetos
extranos, y explorar de manera eficiente arenas amplias y ambientes que generan
incertidumbre respecto a los recursos que podrian contener, como el Y maze (figura R.2-4).
Para investigar si los animales con lesidon neonatal presentan alteraciones en el balance entre
exploracion y explotacién, estudiamos su desempefio en una serie de tests de disefio etoldgico
gue evaluan conductas sociales, la construccidon del nido y el aprovechamiento de recursos

nutricionales, en ambientes que imponen una carga exploratoria variada (Deacon 2012).

Estudiamos conductas sociales en un test de interaccion social de dos etapas (20 minutos de
duracién cada una) que se realizdé en una caja con tres compartimentos: un compartimento
central que conecta con otros dos, cada uno de los cuales contiene una pequeia jaula que
encierra un objeto o un estimulo social dependiendo de la etapa del test. Los animales fueron
habituados a la caja vacia durante 15 minutos el dia anterior. Durante las dos etapas del testeo,
se cuantifica el tiempo que los animales pasan realizando conductas exploratorias dirigidas
hacia los estimulos presentados en cada compartimento. En la primera etapa, en la que se
cuantificd la interaccion de los animales con un estimulo social (ratdn A) en relacién a un objeto
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novedoso, los animales con lesidn mostraron una disminucién significativa en la conducta
exploratoria dirigida hacia el estimulo social (figura R.5A, izquierda). En la segunda etapa, en la
cual se evalua la interaccién con el ratén A versus un segundo ratén B que se coloca en el lugar
gue ocupaba el objeto, los animales control exploraron mas al ratén B mientras que los
animales con lesion fallaron en discriminar al estimulo social novedoso y exploraron a ambos
estimulos por igual (figura R.5A, derecha). Estos resultados son consistentes con la existencia de
un déficit en la explotacién de oportunidades sociales, donde la adquisicién deficitaria de
informacidn social durante la primera etapa impide una correcta discriminacidn en la segunda.
Cabe mencionar que en nuestro caso el déficit de memoria de trabajo detectado en el Y maze

podria haber contribuido a los resultados obtenidos en la segunda etapa del test.

La construccion del nido es una conducta conectada a la explotacién de recursos naturales para
asegurar refugio, facilitar la conservacién de calor y promover las conductas sociales (Deacon
2012). Para minimizar el efecto de deficiencias en la exploraciéon, este test fue realizado en
jaulas individuales de iguales caracteristicas a la jaula donde los animales estan acostumbrados
a vivir. El material provisto para la realizacion del nido fue un cuadrado de algoddn prensado de
aproximadamente 3 gramos cuyo remanente se pesd a la mafana siguiente. Los animales
control construyeron el nido usando casi la totalidad del algoddn provisto mientras que los
animales con lesién no habian construido un nido definido a la mafiana siguiente dejando gran
cantidad de material sin utilizar (figura R.5B). Esto es consistente con la idea de un déficit en la
explotacidon de recursos primarios por parte de los animales con lesién, no atribuible a la carga

exploratoria que impone el ambiente .
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Figura R.5. Reduccion en la explotacion de oportunidades por parte de los animales adultos con lesion.
A. Test de interaccion social. Los animales con lesion mostraron menores niveles de exploracion dirigida
hacia el ratén A en la primera etapa (izquierda; RM ANOVA, factor tratamiento: *p=0.046, factor
cdmara: **p<0.001) respecto de los controles. En la etapa de novedad social, los animales lesionados
fallaron en reconocer al ratén nuevo (raton B) y exploran a ambos por igual (derecha, RM ANOVA,
interaccion: p=0.007; Tukey post hoc *p<0.05 **p<0.001). B. Construccion del nido. Los animales
lesionados usaron menor cantidad del material provisto (flecha) para la hacer el nido (t test, **p=0.001).
C. Conducta de acumulacién de comida. Foto de la caja experimental: es una caja similar a la que los
animales utilizan para vivir adaptada para conectarse con dos tubos de malla metdlica de 50 cm. Desde
izquierda a derecha: los animales lesionados recolectaron la mitad de la comida (t test, *p=0.009) en
toda la noche mientras que los animales controles recolectaron la totalidad de la misma en
aproximadamente cuatro horas (Mann-Whitney, *p=0.01). Ademds, los animales con lesion realizaron
un menor numero de entradas a cada tubo (RM ANOVA, efecto del tratamiento: *p<0.001) pero pasaron
el mismo tiempo en cada tubo al igual que los animales controles (RM ANOVA).

Para evaluar de manera mas directa el balance exploracidn/explotacidon adaptamos un test que
examina la conducta de acaparamiento de comida (Deacon 2012) pero utilizando un ambiente

mas complejo para incrementar la necesidad de exploracion (figura R.5C). Los animales fueron
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colocados en una jaula modificada para permitir su conexién con dos tubos de 50 cm de largo
hechos de malla metalica, que se extienden en direcciones opuestas desde la caja. Luego de 24
horas de habituacién a la caja central, se conectaron los tubos, uno de ellos cargado con 100
gramos de pellets regulares en su extremo y el otro vacio, y se examind la conducta durante
una noche entera bajo vigilancia por videocamara bajo luz infrarroja. En su version estandar el
test no incluye el tubo vacio, éste fue agregado para incrementar la carga de incertidumbre del
ambiente y las necesidades de exploracién espacial. Los animales control trasladaron toda la
comida hacia la jaula central aproximadamente en las primeras cuatro horas de la tarea,
mientras que los animales lesionados solo acapararon 36113 gramos a lo largo de las 14 horas
de la tarea (figura R.5C). Por otra parte, los animales control y lesionados pasaron la misma
cantidad de tiempo en los tubos cargado y vacio indicando que los animales con lesién hacen
un uso menos eficiente de su tiempo en el tubo con comida. Finalmente, los controles
realizaron un mayor nimero de entradas a los tubos lo cual sugiere que son mas eficientes en

mantener actualizado su mapa cognitivo del ambiente.

Como conclusidén de esta seccidon, podemos decir que en la adultez los animales con lesién
neonatal de neuronas dopaminérgicas presentan déficits en las conductas exploratorias
necesarias para adquirir informacién en ambientes complejos y en la explotacién de recursos
sociales, nutricionales y de refugio. Ademas, observamos que los sintomas presentes en los
animales con lesiéon son dependientes del contexto al igual que en pacientes que sufren
desordenes neuropsiquiatricos. Por ejemplo, el fenotipo de hiperactividad de los animales con
lesidn sélo se observa en una arena pequefia y no en ambientes mas complejos en los cuales

toma la forma de conductas exacerbadas de exploracién local como head dippings.
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LIll) Alteraciones del neurodesarrollo versus falta aguda de dopamina como causa de los

déficit conductuales

Distintas evidencias experimentales sugieren que los déficits conductuales de los animales
adultos que sufrieron la lesion neonatal se deben a alteraciones del neurodesarrollo mas que a
una deficiencia dopaminérgica aguda durante el testeo comportamental. En primer lugar, la
lesion bilateral de las vias nigroestriatales en roedores adultos o la administraciéon aguda de
antagonistas de receptores para DA producen un cuadro severo de aquinesia, adipsia y afagia
(Ungerstedt 1971), mientras que la misma lesion efectuada en el neonato no produce ninguna
de estas alteraciones. Ademads, los animales con lesién neonatal dopaminérgica son
relativamente insensibles a los antagonistas de receptores para DA (Duncan et al. 1987),
sugiriendo que su conducta es menos dependiente de la DA remanente en su SNC. Por otro
lado, estudiamos los efectos de la anfetamina, una droga que incrementa la transmisién
dopaminérgica, sobre el fenotipo de los adultos con lesién neonatal (figura R.6). Testeamos a
los animales en una arena pequefia y en el test de enterramiento de bolitas diez minutos
después de la administracidon de anfetamina (4 mg/kg) o vehiculo. En una arena pequeiia, tanto
controles como lesionados mostraron una disminucién en el tiempo que pasaron realizando
conductas de grooming y de actividad vertical (figura R.6A), probablemente debido a que se
exacerbaron otras conductas estereotipadas como el hociqueo o sniffing. La dosis de
anfetamina utilizada no incrementd la actividad horizontal en este ambiente en nuestras
condiciones experimentales (fig R.6A). En el test de enterramiento de bolitas, el tratamiento
con anfetamina no tuvo un efecto sobre la conducta de los animales lesionados y ocasiond una

disrupcion de la conducta de los controles (fig R.6A). Estos resultados argumentan en contra de
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la posibilidad de que el déficit comportamental de los animales lesionados esté relacionado a

una disminucién de los niveles de dopamina durante la ejecucién de la tarea.

A. Arena pequena, condicion espontanea
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Figura R.6. La administracion de anfetamina no revierte los déficits comportamentales en los animales
con lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas. A. Arena pequeiia, condicion espontdnea. Los
animales fueron inyectados con salina o anfetamina (4 mg/kg, i.p.) y colocados en una arena pequefia
diez minutos después de la inyeccion. Una semana después, los animales fueron retesteados y aquellos
que recibieron salina o anfetamina en el primer test fueron inyectados con anfetamina y salina
respectivamente. Se utilizo una dosis de anfetamina que no incrementd la actividad horizontal
(izquierda). Tanto los animales control y como los lesionados mostraron una reduccion en el grooming
(centro) y la actividad vertical (derecha) luego de la administracion de anfetamina. B. Enterramiento de
bolitas. El tratamiento con salina y anfetamina se realizé del mismo modo que en A. El tratamiento con
anfetamina no tuvo un efecto sobre la conducta de los animales lesionados y ocasioné una disrupcion de
la conducta de los controles. ANOVA de tres vias, SS tipo | (disefio de cuadrados latino), efecto no
significativo del dia de testeo, ## p<0.001 efecto del tratamiento, *p<0.05 **p<0.001 comparaciones de
Tukey luego de una interaccion significativa. Dado que no hubo efecto del dia, los datos fueron
promediados sin tener en cuenta este factor (n=8 para cada tratamiento).
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1.1V) El déficit en el balance exploracién/explotacion emerge temprano y empeora con la edad

Los resultados presentados en la seccidn anterior contrastan con la percepcidn general de este
modelo animal en la literatura, que enfatiza la desaparicion del fenotipo conductual luego de la
adolescencia en sintonia con su valoraciéon top down como modelo de TDAH. Dado que en
estudios previos no se ha examinado tan extensivamente el fenotipo de
exploracion/explotacion inducido por la lesidn neonatal de neuronas dopaminérgicas, nos
preguntamos si los déficits que observamos en los animales adultos emergen durante el

periodo juvenil.

Los animales juveniles (dia postnatal 30 a 50) depletados de dopamina neonatalmente
mostraron una exploracién vertical exacerbada en una arena pequeiia (figura R.7A) al igual que
los animales adultos. Con respecto a las conductas perseverantes, los animales juveniles
también presentaron un fenotipo similar al de los animales adultos. No observamos cambios en
los niveles de grooming espontaneo (figura R.7A) en una arena pequefia, y en el test de
enterramiento de bolitas los animales lesionados no mostraron interés en enterrar bolitas

(figura R.7B).

En lo referente a las conductas exploratorias, en una arena circular de gran tamafio los
animales juveniles lesionados presentaron un leve incremento en la exploracion local durante
los primeros cinco minutos de la tarea, pero exhibieron una exploracién global normal
contrariamente a lo observado en la edad adulta (figura R.7C). En contraste, en un laberinto en
forma de Y, donde la estrategia de exploracidon es cognitivamente mds demandante, los

animales juveniles lesionados exhibieron déficits en la navegacion cualitativamente similares a
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los observados en los animales adultos. Sin embargo a diferencia de los adultos, no
encontramos diferencias en la alternancia en el laberinto en forma de Y (figura R.7D). La
disociacion que observamos en los animales juveniles, entre la navegacién y la alternancia,
sugiere que la deficiencia en la alternancia observada en los animales adultos lesionados

representa un déficit en la memoria de trabajo.

Finalmente, en los test de construccion del nido (figura R.7E) y de acaparamiento de comida
(figura R.7F), los animales juveniles lesionados mostraron déficits cualitativamente similares a

los observados en la adultez.
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**p<0.001) y la latencia a visitar todos los brazos del laberinto fue mayor en este grupo (t test,
*p=0.047). El nimero de entradas a los brazos fue menor en los animales con lesion (t test, p<0.001), y
no hubo diferencias en la alternancia entre grupos (t test, p=0.1). E. Acaparamiento de comida. De
izquierda a derecha: Los animales con lesion acapararon menor cantidad de comida (t test, *p=0.009),
visitaron menor numero de veces los tubos (RM ANOVA, efecto tratamiento: *p=0.007, efecto tubo:
p=0.02). El tiempo de permanencia en los tubos fue menor en los animales con lesion y ambos grupos
tuvieron preferencia por el brazo cargado con comida (RM ANOVA, efecto tratamiento: *p=0.006, afecto
tubo: p=0.031).
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Como conclusidn, podemos decir que la lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas induce
alteraciones en el balance exploracidon/exploracion que emergen temprano, y persisten y
empeoran en la adultez. Al igual que en los adultos, los sintomas de los ratones juveniles
variaron segun el ambiente al que estuvo expuesto el animal, y fueron mas evidentes en los
ambientes mds demandantes. Finalmente, al igual que en pacientes con desdrdenes
neuropsiquiatricos, los sintomas mutaron con la edad y el contexto. Asi, el laberinto en forma
de Y demuestra un desdérden de memoria de trabajo en el adulto que no se presentd en el
ratén juvenil, y la arena de gran tamafio muestra un desempeifio de exploracion global normal

en el juvenil y alterado en el adulto.

Finalmente, mientras que aqui observamos un déficit amplio en la capacidad de explotar
recursos y buscar informacién, que no solo no disminuye sino que aumenta con la edad, la
literatura enfatiza déficits limitados al aprendizaje e hiperactividad que disminuyen con la edad
y sugiere la existencia de validez de apariencia en relacidon con TDAH. Este contraste remarca la
importancia de aplicar aproximaciones bottom-up al andlisis de modelos animales

potencialmente Utiles para el estudio de condiciones neuropsiquiatricas.
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Il) Plasticidad cérticoestriatal

Aumento en la susceptibilidad a sufrir procesos de depresion sindptica corticoestriatal en el

animal adulto con lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas.

Como mencionamos anteriormente (pagina 53 y 54), distintos factores sugieren que los déficits
comportamentales observados en los animales con lesion neonatal de neuronas
dopaminérgicas se relacionan con alteraciones en los circuitos cérticoestriatales asociativos.
Ademas, se ha reportado que una forma de LTD madurativa regula hacia abajo la conectividad
corticoestriatal durante el desarrollo (Tang et al. 2001), que la actividad estriatal disminuye
normalmente con la edad (Galifianes et al. 2009), y que ambos fendmenos son alterados por la

destruccion neonatal de neuronas dopaminérgicas (Tang et al. 2001; Galifianes et al. 2009).

En linea con estas ideas y teniendo en cuenta que la dopamina es un neuromodulador clave de
la plasticidad cérticoestriatal, nos propusimos estudiar la LTD cdrticoestriatal mediante
electrofisiologia in vivo en animales anestesiados con uretano. Realizamos registros
extracelulares de potenciales de campo estriatal evocados por estimulacién de la corteza
prelimbica a través de un multielectrodo localizado en el estriado dorsomedial (figura R.8A),
donde la estimulacion de la prelimbica evoca respuestas de gran amplitud en el animal
anestesiado (Galifianes et al. 2011). La estimulacién de la prelimbica provoca una respuesta de

campo estriatal bien caracterizada (figura R.8A) cuya amplitud esta linealmente relacionada con
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la de los potenciales postsinapticos excitatorios y las respuestas de potenciales de accién (PA)

poblacionales de las NEM (Galifianes et al. 2011)(ver también figura 1.9).

Registros electrofisioldgicos in vivo hechos en el laboratorio mostraron que es posible inducir
HFS-LTD en presencia de antagonistas de receptores de dopamina de tipo D1 y D2 y en
animales con lesidon neonatal de neuronas dopaminérgicas. En este modelo en particular, vimos
gue la aplicacidn de una HFS ocasiona una depresidn transitoria en los animales adultos control
mientras que en el adulto lesionado induce plasticidad de largo término (figura 1.9). Durante mi
tesis de licenciatura estudiamos el efecto in vivo de un protocolo de saturacién de la LTD
corticoestriatal que consistié en la aplicacion de cuatro HFS sucesivas, y observamos que la
depresion maxima obtenida no depende de la lesién ni la edad. Asi, estos resultados (resumidos
en la figura 1.9) sugirieron que los animales adultos lesionados son mas susceptibles a sufrir
HFS-LTD, ya que alcanza con una sola induccidon para obtenerla. Cabe observar que las
diferencias de susceptibilidad no resultaron evidentes al utilizar el protocolo de saturacion por
cuatro HFS, probablemente porque durante el corto intervalo entre inducciones (30 min) se
manifiestan solo los efectos de depresidon de corta duracidon que no mostraron diferencias entre
animales control y lesionados. Dada esta aparente discrepancia, en este trabajo estudiamos la
LTD cérticoestriatal mediante un protocolo de dos inducciones de plasticidad separadas por
105 minutos, con la expectativa de minimizar las desventajas del protocolo anterior vy

evidenciar en mayor medida las diferencias de susceptibilidad entre los grupos experimentales.

En los animales adultos con lesion neonatal la mdaxima depresion de la transmisién
prefrontoestriatal se alcanzé luego de la primera HFS, careciendo de efecto depresor el
segundo episodio de HFS. En cambio, en los adultos control se necesitaron las dos inducciones
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para alcanzar el mismo grado de depresién obtenido con una HFS en los lesionados (figura
R.8B). En conjunto con nuestros datos previos, esto demuestra que los animales adultos con
lesion dopaminérgica neonatal son mas susceptibles a sufrir LTD. Por otro lado, corroborando
los datos previos del laboratorio (figura 1.9) en el grupo juvenil no observamos diferencias en la

susceptibilidad a la HFS ni en el grado maximo de depresion (figura R.8C).
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Figura R.8. Los animales adultos con lesion dopaminérgica neonatal son mds susceptibles a sufrir HFS-
LTD. A. Secciones histoldgicas representativas mostrando la localizacion de los electrodos de
estimulacion cortical (izquierda) y de registro estriatal (derecha), y un trazo representativo de la
respuesta evocada por estimulacion cortical (aca: comisura anterior; St, estriado; cc: cuerpo calloso). La
flecha sefala la localizacion de la punta del electrodo de estimulacion. La amplitud del potencial de
campo evocado fue medida entre los picos N2 y P2. B-C. Utilizamos un protocolo de dos inducciones de
alta frecuencia (flechas) separadas por 105 minutos y evaluamos la respuesta estriatal evocada por
estimulacion en la corteza prelimbica, antes y después de cada induccion. Se muestra el potencial de
campo evocado normalizado en funcion del tiempo para los adultos (B) y juveniles (C). Los grdficos de
barra corresponden al promedio de los bloques con recuadro punteado. Los animales adultos con lesion
son mds susceptibles a sufrir HFS-LTD ya que con una induccion de alta frecuencia alcanzan la depresion
mdxima mientras que los controles necesitan dos HFS para llegar al mismo grado de depresion (RM
ANOVA, interaccion p=0.02, Comparaciones de tukey *p<0,05). No se observaron diferencias en el grupo
juvenil (RM ANOVA.).
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Como conclusidn de esta parte, podemos decir que nuestros datos previos no publicados y los
presentados en este capitulo muestran que la LTD posee componentes independientes de la
inervacion dopaminérgica in vivo y que los animales adultos que sufrieron la lesion
dopaminérgica neonatal son mas susceptibles a sufrirla. En este contexto, la mayor
susceptibilidad a sufrir LTD en este grupo podria ser consecuencia de la mayor actividad
neuronal que muestran los adultos con lesién (figura 1.9B), ya que la LTD es dependiente de
actividad a través de la estimulacién de mGIluR y canales de calcio tipo L (seccién Il de la
introduccidn). Es interesante observar que los ratones control y con lesién neonatal no difieren
en sus niveles de actividad espontanea estriatal ni tampoco en su susceptibilidad a sufrir LTD

cuando son jovenes (Galifianes y col 2009; ver figura 1.9).

En el contexto de estos resultados es que, en el siguiente capitulo, nos preguntamos si la
conectividad funcional prefrontoestriatal se encuentra reducida en ratones con lesion

dopaminérgica neonatal.
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Ill) Conectividad corticoestriatal

Conectividad funcional prefrontoestriatal reducida en animales con lesion dopaminérgica

neonatal.

En la seccién anterior, estudiamos la HFS-LTD cdrticoestriatal mediante un protocolo de dos
inducciones de plasticidad buscando saturar la respuesta. En concordancia con resultados
previos, encontramos que luego de la adolescencia los animales con lesién se vuelven mas
susceptibles a sufrir procesos de HFS-LTD. Extendiendo estas ideas a procesos madurativos de
plasticidad, si los animales lesionados son mas susceptibles a sufrir procesos de depresién esto
traeria como consecuencia una disminucidon en la fuerza con la que se conecta la corteza

prefrontal con el estriado dorsomedial.

Para analizar esta posibilidad, estudiamos la conectividad funcional cérticoestriatal in vivo,
realizando registros extracelulares de potenciales de campo estriatales evocados por
estimulaciéon de la prelimbica con la misma configuracion de electrodos que en la seccién

anterior (figura R.9A).
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Figura R.9. Desconexion funcional corticoestriatal en animales con lesion neonatal de neuronas
dopaminérgicas. A. Diagrama esquemdtico de la posicion de los electrodos de estimulacion en corteza
prelimbica y de registro estriatal (St, estriado; cc: cuerpo calloso). B. Conectividad cdrticoestriatal en
adultos. Arriba: reconstruccion topogrdfica de todos los sitios de registro. Los colores representan la
amplitud del potencial de campo evocado por una intensidad de estimulacidn cortical de 300 uA. Centro:
Distribucion de frecuencias acumuladas y box and whisker plots de la amplitud del potencial de campo
evocado inducido por estimulos de 300 uA aplicados a la corteza prelimbica (Kolmogorov-Smirnov test
**p<0.001). Abajo: La amplitud de la respuesta de campo estriatal (promedio de los canales contenidos
en el circulo mostrado en la parte superior) en funcion de la intensidad de estimulacion estd reducida en
el adulto con lesion (RM-ANOVA, interaccion: p<0.001, Tukey post hoc *p<0.05 **p<0.001). C.
Conectividad corticoestriatal en animales juveniles. Paneles de arriba, centro y abajo como en B. D.
Trazos representativos de respuestas de campo mdximas evocadas a 700 UA de intensidad de corriente
(20 trazo individuales superpuestos en gris, trazo promedio en negro). E. La amplitud de la respuesta
estriatal no es afectada por la administracion de antagonistas de receptores dopaminérgicos (Eticlopride
0.25 mg/kg mds SCH23390 0.25 mg/kg, i.p.) (RM ANOVA).
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En registros realizados en adultos, observamos menores respuestas estriatales evocadas en los
animales con lesidon, como indican el corrimiento hacia la izquierda de la distribucién de
frecuencias de las amplitudes de los potenciales de campo evocados y la reduccidn del 42 % de
la respuesta maxima alcanzada en el area estriatal donde éstas son de mayor amplitud (figura
R.9B). El grupo juvenil presentd alteraciones menos marcadas. Observamos un pequefio pero
significativo corrimiento hacia la izquierda de la distribucién de frecuencia de la amplitud de las
respuestas, pero no encontramos diferencias significativas en la respuesta mdaxima entre
controles y lesionados (figura R.9C). Ademas, tanto los animales juveniles como los adultos
mostraron una disminucién en la respuesta de PA poblacionales evocados por estimulacién en
la corteza prelimbica (figura R.10B-C). Considerando que las respuestas de potencial de campo
suelen reflejar fendmenos subumbrales ademds de la descarga de potenciales de accion,
nuestros resultados sugieren una alteracion mas profunda de la conectividad funcional en los

adultos.

Para determinar si una reduccién en la activacidn de receptores de dopamina (DAR) durante los
registros podria per se provocar déficits funcionales similares a los inducidos por la lesidon
neonatal de neuronas dopaminérgicas, evaluamos el efecto de la administracién aguda de
antagonistas de DAR en la respuesta estriatal en animales control (figura R.9E). El bloqueo
agudo de DAR no modificé la respuesta de campo estriatal (figura R.9E) ni la respuesta de PA
poblacionales en animales adultos control (figura R.10D). Este resultado indica que las
alteraciones fisioldgicas observadas en los animales con lesién no pueden atribuirse a la falta de
dopamina enddgena actuando sobre los DAR en el momento del registro, sino a cambios de

larga duracion inducidos por la lesién.
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Figura R.10. Disminucién en la respuesta de PA poblacionales evocados en animales con lesion
neonatal de dopamina. A. Respuesta evocada representativa de campo (abajo) de potenciales de accion
(centro) y drea de actividad multiunitaria (arriba) para un animal control a 300 pA. B-D. Area de
actividad multiunitaria en funcion de la intensidad de estimulacion para animales con o sin lesion
neonatal de neuronas dopaminérgica adultos (B) y juveniles (C) (RM-ANOVA, interaccion: p<0.001,
Tukey post hoc *p<0.05 **p<0.001) y para animales adultos con o sin administracion de antagonistas
dopaminérgicos (Eticlopride 0.25 mg/kg mds SCH23390 0.25 mg/kg, i.p.) (RM ANOVA).

En conclusidn, la lesién neonatal de neuronas dopaminérgicas induce alteraciones tempranas
en la conectividad prefrontoestriatal que evolucionan hacia una marcada desconexién funcional

en el adulto.

Estudios en roedores (Kasanetz et al. 2008; Haber et al. 2006) y primates (Haber & Knutson
2010) mostraron que las proyecciones corticoestriatales funcionalmente relacionadas se
solapan parcialmente. Esta integracion cérticoestriatal podria ser crucial para la toma de
decisiones (Haber & Knutson 2010). Para evaluar si la lesion neonatal de neuronas
dopaminérgicas afecta la integracidén corticoestriatal, junto con Gregorio Galifianes realizamos
registros electrofisioldgicos extracelulares in vivo utilizando un multielectrodo (32 sitios
distribuidos en cuatro patas -“shanks”-) que abarca la mayor parte del estriado dorsal, y
registramos la respuesta estriatal de campo evocada por estimulacién de las cortezas

prelimbica, cingulada y motora (figura R.11A). En animales control, la estimulacién de la corteza
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prelimbica y cingulada evoca respuestas claras en las tres patas mas mediales con una
topografia que recapitula la anatomia de las proyecciones corticoestriatales (figura R.11B)
(Mailly et al. 2013). De modo inverso, la respuesta a la estimulacién de la corteza motora es
maxima en la pata mas lateral y despreciable en la pata mds medial (figura R.11B). Este patrén
organizado esta degradado en los animales con lesién. Este grupo presenta una atenuacién en
las respuestas a la estimulaciéon en la corteza prelimbica a lo largo de toda el area de proyeccién
de esta corteza (figura R.11D). Con respecto a las cortezas motora y cingulada, si comparamos
el perfil de las respuestas maximas para los dos grupos (figura R.11D) observamos que éste se
encuentra alterado en los animales con lesion. Por ejemplo, los sitios del multielectrodo en
donde se encuentra la respuesta maxima en el control son la pata 3 para la corteza cingular
(amarillo en la figura R.11D) y la pata 4 para la corteza motora (verde en la figura R.11D),
mientras que los maximos respectivos se encuentran en las patas 1y 3 en el animal lesionado.
En resumen, los animales lesionados presentan una desconexion de las entradas que provienen
de la corteza prelimbica y una representacidn estriatal distorsionada de las provenientes de las

cortezas motora y cingulada (figura R.11C).
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Figura R.11. Desorganizacion del patrén de respuesta a los inputs corticales en animales con lesion
neonatal de neuronas dopaminérgicas. A. Diagrama esquemdtico de la posicion de los electrodos de
estimulacion cortical y de registro estriatal (cuatro patas, ocho canales por pata, separacion entre
canales: 100um). B-C. Amplitud del potencial de campo evocado por estimulacion en la corteza
prelimbica, cingulada y motora (700 uA) en diferentes regiones estriatales (patas), en controles (B) o en
lesionados (C). Las respuestas de diferentes animales fueron alineadas al sitio de mdxima respuesta
dentro de cada pata. Las distancias positivas corresponden a una ubicacidon dorsal respecto del mdximo.
D. Respuestas mdximas en cada pata evocadas por estimulacion (700 uA) de cada drea cortical en
animales controles y lesionados. En los animales con lesidn las respuestas a la corteza prelimbica estdn
reducidas en todas las patas (ANOVA de dos vias, interaccion n.s., #p<0.05 efecto tratamiento).El patron
de respuesta a las corteza cingulada y motora estd degradado, el shank donde se encuentra el sitio de
mayor respuesta en el control se ubica en una posicion diferente en el animal lesionado(ANOVA de dos
vias, Tukey post hoc luego de una interaccion significativa *p<0.05 control vs lesion).
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Es habitual mostrar los efectos de protocolos que inducen plasticidad sinaptica (i.e., HFS) como
cambio porcentual respecto a las mediciones basales de conectividad, tal como hicimos en el
capitulo RIl. Sin embargo, aqui observamos niveles de conectividad basal reducidos en los
animales lesionados. Por ello nos preguntamos si las diferencias en la magnitud de la
conectividad corticoestriatal que observamos en en el presente capitulo, se observan también a
lo largo de las curvas de plasticidad obtenidas en la seccidon anterior. En la figura R.12 se
muestran los datos de la figura R.8 expresados como amplitud absoluta del potencial de campo
estriatal evocado. De acuerdo a lo esperado, observamos una amplitud menor en los animales
adultos lesionados respecto de los controles, tanto para las respuestas basales como para las
respuestas posteriores a la primer y segunda HFS (figura R.12A). Por otro lado, encontramos
diferencias mds moderadas en los animales juveniles, en linea con lo observado en los
experimentos del presente capitulo (figura R.12B). Asi, los animales lesionados podrian saturar
su respuesta al protocolo de HFS luego de la primera induccién porque ya alcanzaron un piso de
conectividad prefrontoesrtriatal, de modo que nuestros datos podrian subestimar la mayor

susceptibilidad a la LTD que reportamos en el capitulo precedente.
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Figura R.12. Induccion de HFS-LTD expresada en términos absolutos. Se muestran los datos de la figura
R.8 expresados en valores de amplitud absoluta de la respuesta estriatal evocada para los animales
adultos (A) y juveniles (B). Observamos una reduccion en la amplitud a lo largo de toda la curva para los
animales adultos con lesion respecto de los controles (ANOVA de dos vias de medidas repetidas para los
datos recuadrados con una linea de puntos; interaccion no significativa; efecto de la lesion *p<0.05).
Encontramos diferencias mds moderadas en el grupo juvenil ya que las curvas solo difieren en la linea de
base (ANOVA de dos vias de medidas repetidas, interaccion significativa, test de tukey para
comparaciones post hoc *p<0.05 control vs. lesion).

En conjunto, los resultados de los experimentos de electrofisiologia son consistentes con la idea
de que la dopamina moldea los circuitos corticoestriatales durante la adolescencia y que un
estado hipodopaminérgico temprano en el desarrollo postnatal lleva a alteraciones en las
propiedades plasticas y en la conectividad de estos circuitos que aparecen en la infancia y
progresan hacia la adultez. Los distintos canales corticoestriatales no son afectados de igual
manera por la lesion de neuronas dopaminérgicas. Los canales mas mediales sufren una
desconexion marcada en el adulto que correlaciona con una mayor susceptibilidad a sufrir
procesos de depresion, en sintonia con la denervacion dopaminérgica que en este modelo
animal afecta mds marcadamente al estrido dorsomedial. Los canales mds laterales no
presentan una desconexion evidente pero si se observa una desorganizacion en el patrén de

respuesta como consecuencia de la lesién. Por Ultimo, es importante destacar que las

88



alteraciones fisioldgicas corticoestriatales que empeoran en el adulto ocurren en paralelo con la
aparicién de ciertos déficits conductuales que no estan presentes en los juveniles, como por
ejemplo, déficits en la memoria de trabajo y alteraciones en la exploracién de ambientes

complejos.
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IV) Morfologia de las neuronas de proyeccion estriatales

Que los déficit conductuales, la mayor susceptibilidad a sufrir depresidn corticoestriatal y la
atenuacion de la conectividad corticoestriatal fueran mas marcados en los animales adultos con
respecto a los juveniles, y que no fueran revertidos/reproducidos por tratamientos
farmacoldgicos agudos que afectan la neurotransmisiéon dopaminérgica, sugiere que la lesién
induce alteraciones corticoestriatales progresivas. Es sabido que la dopamina regula Ia
morfologia de las dendritas y espinas de las NEM (Fasano et al. 2013) y que la lesién de
neuronas dopaminérgicas en el adulto produce alteraciones dendriticas de las NEM (Deutch et
al. 2007; Day et al. 2008). También que la LTD se acompaiia de cambios morfolégicos en las
sinapsis (Wang et al. 2007; Hawes et al. 2015). Por otro lado, durante la adolescencia, el
volumen del nucleo caudado humano decrece (Castellanos & Tannock 2002) a través de un
proceso que es regulado por el transportador de dopamina y los receptores de dopamina de
tipo D4 (Durston et al. 2005), hecho que ha sido especulativamente atribuido al podado
sinaptico (Toga et al. 2006). En consecuencia, buscamos un posible correlato morfolégico de la

disminucidon de la conectividad funcional observada en los adultos con lesién neonatal.

Usamos ratones BAC transgénicos adultos que nos permitieron visualizar las NEM de la via
directa e indirecta (ANEM e iNEM) (Shuen et al. 2008) para marcarlas mediante una inyeccion
intracelular de Lucifer Yellow y posteriormente reconstruir su arbol dendritico. Marcamos NEM
localizadas en el estriado dorsomedial (figura R.13A-B), donde la deplecién de las terminales
dopaminérgicas es mdaxima en este modelo animal. Luego reconstruimos a las neuronas
marcadas en dos dimensiones usando un sistema semiautomatico de morfometria (Mercator

Pro). Observamos que la longitud dendritica total de ambos tipos de NEM se encuentra
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significativamente reducida en los animales con lesién neonatal (figura R.13C), sin que ocurran

cambios en la densidad de espinas dendriticas (figura R.13D).
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Figura R.13. Contraccion del drbol dendritico de las neuronas espinosas medianas en animales con
lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas. A. Microfotografias representativas de NEM de la via
directa e indirecta, imdgenes de alta magnificacion de dendritas y ejemplos de reconstrucciones de
drboles dendriticos (escala: 10 um). B. Secciones estriatales con tincion inmunohistoquimica contra la
enzima tirosina hidroxilasa (TH) de un animal lesionado representativo (aca: comisura anterior; mSt:
estriado medial; ISt: estriado lateral; cc: cuerpo calloso, escala: 100 um). En los animales con lesion, el
porcentaje de drea inmunoreactiva para TH fue menor en el mSt comparado con el ISt (RM ANOVA,
interaccion: p=0.001; Tukey post hoc *p<0.05). Grilla de NEM inyectadas con Lucifer yellow (LY) y con
tincion inmunohistoquimica contra dicho colorante (derecha). C-D. Los animales con lesion muestran una
reduccion en la longitud dendritica total en ambos tipos de NEM (C, ANOVA de dos vias, efecto
tratamiento: *p=0.009; efecto tipo neuronal: *p=0.02) sin cambios en la densidad de espinas dendriticas
(D, ANOVA de dos vias). E. Andlisis de Sholl: longitud dendritica a distintas distancias del soma (panel
superior) y numero de intersecciones del drbol dendritico con circulos concéntricos alrededor del soma
(panel inferior). La longitud dendritica distal estd reducida en las iNEM (RM ANOVA, interaccion:
p<0.001, Tukey post hoc *p<0.05) pero no en las dNEM, mientras que hubo una reduccién en el nimero
de intersecciones en ambos tipos (RM ANOVA, Tukey post hoc *p<0.05 luego de una interaccion
significativa).
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Figura R.14. La lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas no afecta el nimero de ramificaciones y
el tamaiio del cuerpo celular de las NEM. A. Numeros de puntos de ramificacion para cada orden de los
mismos para las NEM de la via directa (izquierda) e indirecta (derecha). B. Area del cuerpo celular. C.
Numero de dendritas primarias.

Ademas realizamos un analisis de Sholl del arbol dendritico, consistente en contar el nimero de
intersecciones de las dendritas de la célula en estudio con una serie de circulos concéntricos de
didmetro creciente y centro en el soma. El andlisis también permite estimar la longitud
dendritica dentro de los anillos delimitados por dichos circulos. El analisis de Sholl de los
arboles dendriticos reveld que en las iNEM, las dendritas localizadas a mas de 55 um del soma
mostraron una reduccion en la longitud (figura R.13E arriba derecha) y del numero de
intersecciones (figura R.13E abajo derecha) en los animales con lesién neonatal. Un menor
numero de intersecciones también fue detectado en las dNEM, pero el andlisis de Sholl no
revelé cambios en la longitud dendritica, sugiriendo un efecto menos robusto en las dNEM en

los animales lesionados (figura R.13E, arriba y abajo a la izquierda).

Por otro lado, el nimero de dendritas primarias, de puntos de ramificacién en las dendritas y el
area del cuerpo celular, no fueron afectadas por la lesién neonatal de neuronas dopaminérgicas

(figura R.14).
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En conclusidn, la longitud y complejidad del arbol dendritico se hayan reducidas en las NEM de
los animales con lesion dopaminérgica neonatal, siendo mas marcado el efecto en las iINEM, sin

cambios en la densidad de espinas dendriticas.
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Discusion

Los resultados obtenidos en esta tesis son compatibles con la hipdtesis de trabajo que supone
que durante la infancia y adolescencia ocurren cambios en la funcion y anatomia del
conexionado corticoestriatal, y que la dopamina cumple un rol central en la maduracion de
estos circuitos. Alteraciones tempranas en la transmision dopaminérgica dan lugar a déficits
conductuales, que emergen en el periodo juvenil y empeoran en el animal adulto, y estdn
acompafnados por alteraciones en la plasticidad y conectividad cdrticoestriatal, y en la
morfologia de las neuronas de proyeccion estriatales. Los déficit conductuales son compatibles
con un rol activacional de la conducta de la dopamina y el conexionado cdrticoestriatal, que
afecta la explotacion y exploracion de manera dependiente del contexto y la edad. Observamos
una distorsion en el patron de respuesta estriatal a las entradas corticales, y en particular, una
desconexidon cdrticoestriatal que involucra la corteza prefrontal medial, que comienza en el
periodo juvenil y se hace muy evidente en el animal adulto. Los cambios morfoldgicos en las
neuronas de proyeccion estriatales incluyen una disminucion en el largo total y en la

complejidad del drbol dendritico, sin cambios en la densidad de espinas.

Impacto de la lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas sobre la fisiologia cdrticoestriatal.

Los circuitos cérticoestriatales sufren cambios importantes durante las primeras semanas de
vida y la dopamina cumple un rol clave durante esta etapa. En roedores, la segunda y tercera

semana postnatal de vida es un periodo de rapido crecimiento de las sinapsis excitatorias sobre
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las NEM, un proceso que es dirigido por la liberacion de glutamato desde los axones corticales y
gue es modulado positivamente por la dopamina y otros neuromoduladores (Kozorovitskiy et
al. 2012; Kozorovitskiy et al. 2015). En en laboratorio abordamos esta problemdtica desde la
perspectiva de la conectividad funcional entre corteza y estriado mediante estudios in vivo.
Resultados previos del laboratorio en conjunto con los presentados en esta tesis muestran que
la proyeccion dopaminérgica nigroestriatal promueve la maduracién del sistema corticoestriatal
en el paso de la infancia a la adultez. La lesién temprana de neuronas dopaminérgicas ocasiona
un retraso en la maduracién de la sincronizacion cérticoestriatal (Galifianes et al. 2009), un
aumento en la susceptibilidad a sufrir procesos de LTD cérticoestriatal, una disminucién en la
conectividad de los circuitos que unen a la corteza prefrontal con el estriado dorsomedial, y una

desorganizacién del patrén de respuesta para canales cérticoestriatales mas laterales.

Con respecto al efecto de la lesién neonatal de neuronas dopaminérgicas sobre las propiedades
plasticas del sistema corticoestriatal, en concordancia con resultados presentados en mi tesis
de licenciatura, encontramos que los animales adultos con lesidon son mas susceptibles a sufrir
LTD, ya que con un sélo intento de induccidn de plasticidad el sistema alcanza el grado maximo
de depresion mientras que los adultos controles necesitan dos intentos. Por otro lado, los
animales juveniles no presentan diferencias en las capacidades plasticas de este circuito.
Extrapolando estos resultados a procesos de LTD fisioldgica, especulamos que una mayor
susceptibilidad a sufrir procesos de LTD determinaria una mayor acumulacion de eventos de
depresion sindptica a lo largo de la vida en los animales con lesidon. Teniendo esto en cuenta
nuestra hipétesis fue que la conectividad en los animales lesionados se encuentra reducida. En

concordancia con estas ideas, mediante registros electrofisioldgicos de potencial de campo
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evocado por estimulacién cortical, mostramos que, como consecuencia de la lesién neonatal de
neuronas dopaminérgicas, existe una reducciéon de la conectividad entre el estriado
dorsomedial y la corteza prefrontal (figura R.9). Esta desconexiéon emerge en el periodo juvenil
y se acentua en el adulto (figura R.9), y no es reproducida por la administracién aguda de
antagonistas de receptores para dopamina, lo cual es coherente con la idea de que la
maduracion funcional cdrticoestriatal continda luego de la infancia y la actividad de las
neuronas dopaminérgicas moldea la conectividad cérticoestriatal tanto en etapas tempranas

del desarrollo postnatal como durante la adolescencia.

La reduccion en la conectividad que observamos para las entradas de la corteza prelimbica al
estriado dorsomedial no es algo que ocurre de manera generalizada para todas las entradas
corticales. Testeando la respuesta de cortezas mas laterales sobre el estriado dorsolateral
observamos una distorsién del patréon de respuesta a distintas zonas de la corteza. Esta
distorsién fue vista como un cambio en el patron espacial de la respuesta mdas que como
cambios en la fuerza de las conexiones. Es posible que la mayor distorsion observada en el
conexionado prefrontoestratal se relacione con que la mayor deplecion de fibras
dopaminérgicas ocurre en el estriado dorsomedial en este modelo animal. Dado que los
distintos distritos estriatales presentan propiedades estructurales y funcionales diferentes
(Voorn et al. 2004), maduran de forma distinta a lo largo del desarrollo postnatal (Butler et al.
1998) y tienen un rol definido en la adquisicion de conductas (Yin et al. 2009), cabria esperar
qgue los déficit tempranos de la transmisién dopaminérgica se manifiesten de distintas maneras

segun cudles sean los territorios estratales involucrados.
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Como correlato morfoldgico de una disminucidon en la conectividad frontoestriatal en los
animales lesionados encontramos una contraccién del arbol dendritico de las iINEM y, en menor
medida, de las dNEM. Si bien no observamos cambios en la densidad de espinas dendriticas, el
hecho de que exista una disminucién en la longitud total del arbol dendritico de las NEM
implica que el numero total de espinas disponibles en cada NEM es menor como consecuencia
de la lesion. Esto podria explicar el hecho de que las NEM de los animales lesionados respondan
menos a estimulos en la corteza prelimbica. Resta determinar si los cambios estructurales que
subyacen a esta desconexidén funcional se encuentran en otros niveles, como por ejemplo

cambios morfoldgicos en las aferencias corticoestriatales o en las interneuronas estriatales.

A diferencia de nuestro modelo, la lesién nigroestriatal inducida en el adulto produce deplecién
de espinas acompafiada o no por una contraccién dendritica (Wang et al. 2006; Villalba et al.
2009; Zhang et al. 2013; Sudrez et al. 2014). Cabe destacar que los modelos de lesién
dopaminérgica del adulto estdn enfocados en los circuitos dorsolaterales motores del estriado y
causan un sindrome parkinsoniano (acinesia principalmente), a diferencia de lo que
observamos en esta tesis. Mientras que distintos factores pueden ser responsables de las
diferencias observadas (por ejemplo, la extension de la lesién o el territorio estriatal afectado),
lesiones tempranas podrian disparar compensaciones que estan disponibles sélo en ciertas
etapas del desarrollo pero no luego de que el circuito ha completado su maduraciéon. Ademas
de los efectos directos de la dopamina en la formacion de espinas (Fasano et al. 2013), efectos
tréficos mediados por la actividad de los bucles corteza - GB - corteza (Kozorovitskiy et al. 2012)
y factores neurotréficos expresados por las neuronas dopaminérgicas, como el BDNF (brain-

derived neurotrophic factor), podrian moldear la conectividad cérticoestriatal a lo largo del
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desarrollo postnatal. Entonces, multiples mecanismos podrian contribuir a las alteraciones de la
conectividad cdrticoestriatal observadas como consecuencia de lesiones dopaminérgicas

tempranas.

La reduccidn en la conectividad observada en los adultos con lesién contrasta con resultados
previos del laboratorio que muestran que la actividad espontanea estriatal se mantiene elevada
en este grupo mientras que en el adulto normal esta reducida, sin diferencias en el grupo
juvenil (figura 1.9). Surge el intorrogante acerca de cémo es posible que en los animales adultos
con lesién la conectividad cérticoestriatal esté reducida y la actividad espontanea este
aumentada. En este contexto, una mayor susceptibilidad a sufrir procesos de LTD en el animal
adulto lesionado podria representar un mecanismo homeostdtico que actua en sentido de
compensar aumentos en la actividad espontdnea estriatal (figura D.1). Planteamos que los
niveles de actividad espontanea estriatal alcanzados durante el desarrollo podrian depender de
la actividad de las interneuronas estriatales y que dicho proceso estaria modulado por
dopamina. En particular, pensamos que las interneuronas estriatales de descarga rdpida (fast
spiking interneurons o FSI) podrian tener un papel crucial en la regulacién de la actividad
estriatal en el desarrollo. Se sabe que estas interneuronas regulan marcadamente a las NEM,
gue son mas excitables que éstas, y que su actividad esta regulada de manera positiva por la
dopamina (Bracci et al. 2002). En este sentido, planteamos que el nimero y/o la actividad de
las FSI podria estar reducido en los animales adultos con lesidén lo que explicaria los mayores
niveles de actividad estriatal en este grupo. Un mecanismo semejante se ha propuesto para el
ratdn knockout para Sapap 3 propuesto como un modelo animal de TOC, el cual presenta

elevados niveles de actividad espontanea estriatal y una disminucion en el nGmero de FSI
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(Burguiére et al. 2013), una conectividad corticoestriatal reducida (Welch et al. 2007), y un
aumento en la expresion de LTD (Chen et al. 2011). Ademas, se ha descripto que el numero de
interneuronas estriatales GABAérgicas y colinérgicas se encuentra reducido en el cerebro de
pacientes que sufrieron TS (Kataoka et al. 2010). En el futuro seria conveniente evaluar si un
déficit temprano en el nimero o la funcion de int erneuronas estriatales resulta en cambios de
actividad estriatal y alteraciones de la plasticidad y conectividad semejantes a los descriptos en

esta tesis.

Por ultimo, un aumento en los niveles de serotonina que ocurre de modo compensatorio a la
lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas (Berger et al. 1985; Avale et al. 2004; Breese et al.
2005) podria facilitar la ocurrencia de procesos de depresion ya que se observd que la
aplicacion de serotonina o un aumento en la liberacidon enddgena de este neurotransmisor

resulta en la induccion de LTD (Mathur et al. 2011).
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Figura D1. Modelo propuesto sobre un mecanismo homeostdtico que relacionaria a la conectividad
corticoestriatal con la actividad espontdnea estriatal. Una disminucion en los niveles de dopamina
durante el desarrollo ocasionaria una disminucion en la actividad de las FSI, generando un aumento de la
actividad espontdnea estriatal. Una mayor acumulacion de eventos de LTD durante el desarrollo actuaria
como mecanismo homeostdtico para reducir la fuerza de las entradas excitatorias y compensar el
aumento en la actividad espontdnea del estriado.

Déficit en la toma de decisiones de foraging en animales con lesion neonatal de neuronas
dopaminérgicas.

En la naturaleza, los animales que enfrentan ambientes novedosos tienen que decidir entre
explotar los recursos que estan inmediatamente disponibles o buscarlos en nuevas locaciones
(Adams et al. 2012; Cohen et al. 2007). Los procesos de busqueda pueden involucrar secuencias
sofisticadas de acciones dirigidas a metas que podrian depender de mecanismos de control
cognitivos comparables a aquellos involucrados en la explotacion de recursos (Cohen et al.
2007; Daw et al. 2006; Hayden et al. 2011). Por otra parte, estudios recientes han mostrado que
la informacién actua como reforzador positivo para los animales y que las neuronas

dopaminérgicas codifican informacidn anticipatoria acerca de la recompensa como si fuera la
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recompensa primaria (Bromberg-Martin & Hikosaka 2009). Entonces, explotacion y busqueda
parecen estar gobernadas por un mismo impulso, la prominencia de recompensas primarias
(por ejemplo, comida) o abstractas (por ejemplo, informacién) (Hayden et al. 2011; Pearson &
Platt 2013). Los animales con lesiéon neonatal de neuronas dopaminérgicas parecen tener una
deficiencia general en el procesamiento de la prominencia, ya que fallan tanto en explotar
como en buscar informacion en ambientes novedosos (ver figura D.2). Esto puede apreciarse
mejor en el test empleado para evaluar la conducta de acaparamiento, el cual fue adaptado
para incrementar la buisqueda de informacién con la incorporacién de un tubo vacio, en el cual
los animales tienen la posibilidad de explorar pero donde no existen recursos que explotar. En
este test, los animales controles son mas eficientes en acaparar los pellets de comida y también
en mantener actualizada la informacion acerca del ambiente. A pesar de que los mecanismos
ultimos que subyacen a una deficiencia en el procesamiento de la prominencia permanecen
inciertos en este modelo animal, los animales con lesién exhiben una desorganizacién en la
topografia funcional cérticoestriatal que afecta de forma mdas marcada a las proyecciones que
provienen de la corteza prefrontal medial que a las de las areas frontales laterales. Ademas, las
alteraciones en la conectividad codrticoestriatal son mdas prominentes en adultos que en

juveniles lo cual ocurre en paralelo con la acentuacién de los déficits conductuales.
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Figura D2. Un déficit en el procesamiento de la prominencia podria explicar por qué los animales con
lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas fallan en explotar los recursos disponibles y explorar
ambientes complejos. La eleccion entre quedarse explotando los recursos locales o ejecutar conductas
de busqueda de informacion depende de la prominencia de los recursos locales (por ejemplo, comida) y
la prominencia de la incerteza relativa a las oportunidades existentes en otras locaciones. Estas sefiales
podrian moldear los circuitos corticoestriatales involucrados en las decisiones de foraging durante el
desarrollo postnatal. Un déficit en la toma de decisiones de foraging inducido por la lesion
dopaminérgica podria ocasionar que sean menos probables las transiciones desde la exploracion local,
hacia las actividades de explotacion y busqueda.

La lesién neonatal de neuronas dopaminérgicas ha sido evaluada en la literatura como un
modelo de TDAH desde una perspectiva top-down. Ademas de hiperactividad, este modelo
exhibe déficits de aprendizaje en tareas en las que intervienen distintos sustratos neurales,
tales como el condicionamiento operante (Heffner & Seiden 1983) y el Morris water-maze
(Archer et al. 1988). Extraordinariamente, el aprendizaje no estd completamente impedido en
los animales con lesidon neonatal. A pesar de que, en general, los animales lesionados tienen un
menor desempefio respecto a los controles, en algunas tareas no muestran discapacidades
(Levine et al. 1980) o se desempeiian mejor que los controles por medio del uso de estrategias
novedosas (Pearson et al. 1984). Ademas, los animales con lesién exhiben una motivacion

normal (Moy 1995; Pearson et al. 1984) incluyendo un desempefio normal en tareas de auto-
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estimulacion cerebral (Takeichi et al. 1986; Stellar et al. 1988). Estos estudios no proveyeron
una hipétesis clara acerca de las alteraciones cognitivas que subyacen a los déficits de
aprendizaje (Moy 1995), o que relacione los déficits de aprendizaje con la hiperactividad
(Heffner & Seiden 1983; Pearson et al. 1984). Una deficiencia en el procesamiento de la
prominencia, que resultaria en una reduccién en el interés por explotar y por buscar
informacién en ambientes complejos, muy probablemente afectaria muchos tipos de
aprendizaje independientemente de los sustratos neurales requeridos para cada tarea

especifica.

La hiperactividad de los animales con lesién dopaminérgica neonatal toma la forma de
diferentes comportamientos exploratorios locales adaptados a cada contexto (por ejemplo,
exploracion vertical, movimientos laterales de la cabeza, head dippings en los brazos abiertos
de un laberinto en cruz elevado). Sin embargo, en ambientes complejos como el laberinto en Y,
donde los roedores realizan rutinas de busqueda muy especializadas, la distancia total recorrida
es menor en los animales con lesién, lo que descarta una forma general de hiperactividad en
este modelo. Proponemos que los animales con lesion neonatal tienen un déficit para realizar
transiciones desde modos de exploracion local a modos de busqueda global. La decision de
iniciar una busqueda esta dirigida principalmente por la posibilidad de encontrar una fuente de
recursos mas rica en otras partes del ambiente y se piensa que depende de la codificacion de la
prominencia incentiva llevada a cabo por la dopamina y otros neuromoduladores (Berridge &
Robinson 1998; Cohen et al. 2007; Adams et al. 2012). Probablemente, una deficiencia en

atribuir prominencia a la informacidn podria producir sintomas sélo en ambientes con alta
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incerteza, donde las estrategias requeridas de exploracion especializada serian reemplazadas

por conductas exploratorias menos eficientes.

Es improbable que el sindrome comportamental inducido por la lesién neonatal de neuronas
dopaminérgicas esté relacionado a una transmisién dopaminérgica deficiente durante el testeo
comportamental. El bloqueo agudo de receptores dopaminérgicos en adultos induce acinesia y
rigidez en lugar de un desbalance en la exploracién y explotacion. Por otra parte, los animales
con lesidon neonatal dopaminérgica son relativamente insensibles a antagonistas de receptores
dopaminérgicos (Duncan et al. 1987). Finalmente, nuestros datos sugieren que la
administracion de psicoestimulantes no revierte el fenotipo de los adultos con lesién (ver figura
R.6). Nuestros datos previos y los presentados en esta tesis indican que la lesion dopaminérgica
neonatal resulta en una disminucion de la conectividad prefrontoestriatal que se exacerba con
al edad y no puede ser reproducida por el bloqueo agudo de receptores para dopamina,
sugiriendo un posible mecanismo para explicar el origen de las alteraciones conductuales
observadas. De hecho, encontramos que algunas alteraciones conductuales emergen o se
exacerban en la adultez. Los adultos con lesion usan estrategias de busqueda subdptimas en
ambientes relativamente simples y muestran una alternacién deficiente en el laberinto en Y, lo
cual es indicativo de un déficit en la memoria de trabajo, y estos déficits no estan presentes en
los animales juveniles. Es importante destacar que, la conectividad prefrontoestriatal podria ser
crucial para la memoria de trabajo y la toma de decisiones. Mientras que la corteza prefrontal
contiene los mecanismos que mantienen la memoria de trabajo, los circuitos de los ganglios de
la base podrian ser responsables de la actualizacién de esos contenidos (Chatham et al. 2014).

Por otra parte, decisiones binarias como aquellas involucradas en conductas de foraging
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podrian ser implementadas por un mecanismo estriatal de barrera (“thresholding”), donde la
decisiéon ocurre cuando la actividad local supera cierto umbral (Hayden et al. 2011; Ding & Gold
2013). Entonces, proponemos que la persistencia y empeoramiento de algunos sintomas en los
animales con lesién neonatal podrian resultar de alteraciones progresivas en las conexiones

entre las dreas frontales asociativas y el estriado dorsomedial.

Desde una perspectiva top down, las alteraciones conductuales obtenidas en el modelo de
lesion neonatal de neuronas dopaminérgicas presentan cierto paralelismo con los sintomas
presentes en pacientes con TDAH incluyendo hiperactividad dependiente del contexto y déficits
en la memoria de trabajo, conductas sociales y aprendizaje. Por otra parte, los pacientes con
TDAH presentan alteraciones en la conectividad funcional entre las cortezas frontales
asociativas y el nucleo caudado, y una reduccién en el volumen de este nucleo (Konrad & Simon
B Eickhoff 2010; Liston et al. 2011). Sin embargo, no ha sido reportado que ocurra una
disminucion en el nimero de neuronas dopaminérgicas en estos pacientes. En este sentido, la
etiologia del TDAH es muy poco conocida al igual que para otros desdrdenes como el TS y el
TOC, aungue se piensa que comparten mecanismos etiopatogénicos (Hyman 2010) y que
estarian relacionados con alteraciones tempranas en el funcionamiento de los circuitos
corticoestriatales y alteraciones en la funcion dopaminérgica (Graybiel 2008). En este sentido
las aproximaciones de tipo top down presentan muchas limitaciones para el establecimiento de
modelos animales de enfermedades neuropsiquiatricas como las mencionadas. Debido a esto,
se ha destacado la importancia de modelar sintomas especificos o conjuntos de sintomas, en
lugar de sindromes completos (Fernando & Robbins 2011). En este contexto, estudios de tipo

bottom up, como el realizado en esta tesis, resultan ventajosos para entender las bases
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biolégicas asociadas a grupos de sintomas. Nuestros hallazgos sugieren que el TDAH vy otras

condiciones neuropsiquidtricas presumiblemente relacionadas con alteraciones tempranas del

sistema dopaminérgico deberian ser evaluadas para determinar si presentan alteraciones en la
toma de decisiones de foraging.

En resumen, déficits en las decisiones de foraging y alteraciones en la conectividad

frontoestriatal emergen como fenotipos intermedios para una funcion dopaminérgica
deficiente durante etapas tempranas del desarrollo.

Barbara Braz

Gustavo Murer

Juan Belforte
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MATERIALES Y METODOS

1. Lesion dopaminérgica neonatal

Para realizar la lesion dopaminérgica neonatal se utilizé la droga 6-hidroxidopamina (6-OHDA).
Esta droga es una toxina especifica de neuronas catecolaminérgicas ya que es sustrato de los
mecanismos de recaptacidn presinapticos de dopamina y noradrenalina. Dado que esta droga
podria afectar también a las neuronas noradrenérgicas, para obtener una lesidn especifica de
las neuronas dopaminérgicas se administré desipramina (DMI), un inhibidor de la recaptacion

de noradrenalina.

La implementacion del modelo experimental fue realizada de acuerdo al protocolo descripto
por Avale y colaboradores (2004a). Se utilizé la cepa exocriada de ratones CF1 proveniente del
bioterio central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Las crias fueron obtenidas por
exocria con apareos poligdmicos. Los animales se mantuvieron en un bioterio con un ciclo de
luz oscuridad 12:12, temperatura controlada (18 ~ 20°C) y acceso libre a agua y alimento, vy el
cuidado de los animales se realiz6 de acuerdo a regulaciones institucionales (IACUC,
RS2964/2010, Universidad de Buenos Aires) y gubernamentales (SENASA, RS617/2002,

Argentina).

La lesién fue realizada en el dia postnatal 2 y se utilizaron sélo las crias macho (de
aproximadamente 2 gramos de peso). Los animales recibieron una dosis subcutanea de 20
mg/kg de DMI y fueron colocados nuevamente en las jaulas con las madres. Después de media
hora, se retiraron las crias y, luego de ser anestesiadas por frio en hielo triturado, se efectuaron

bilateralmente dos inyecciones intraventriculares de vehiculo (grupo control: dcido ascérbico
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0,1%) o de una solucion de 6-OHDA (grupo lesionado: 6-OHDA-HBr 12,5 pg/1,5 ul, MP

Biomedicals). Los animales se asignaron al azar a los grupos control o lesionado.

Las inyecciones se realizaron bajo la lupa y se utilizé un dispositivo que consitié en una aguja 30
G (tipo Carpule) acoplada a una jeringa (Hamilton) cuyo émbolo es desplazado mediante una
bomba de micro-infusién (Bee, Bioanalytical Systems) a una velocidad de 1,25 pl/min. Los sitios
de inyeccion se determinaron a partir del lamda (1,5 mm anterior) y de la linea media (0,6 mm
lateral) mediante una grilla milimetrada que fue colocada en uno de los oculares de la lupa y la
aguja fue introducida de manera manual. Una vez finalizada la cirugia, los ratones se
recuperaron de la anestesia en frio y fueron devueltos a las jaulas con las madres (mdas del 90 %
de supervivencia). Las crias fueron destetadas alrededor del dia postnatal 24 y se los ubicd en
grupos de 4 a 6 animales por caja hasta el dia de los experimentos electrofisioldgicos o

conductuales.

2. Test comportamentales

Los animales con lesién de neuronas dopaminérgicas y sus respectivos controles fueron
sometidos a una bateria de test comportamentales entre los 30 y 50 dias de vida (animales
juveniles) o luego de alcanzar la adultez (entre las 12 y 30 semanas de vida). Todos los test
comportamentales, excepto por el laberinto en forma de Y, fueron realizados durante la fase de
luz. Todas las sesiones fueron grabadas a través de una cdmara montada arriba de la arena (a
menos que se indique lo contrario) y la posicion del ratén fue determinada de forma

automatizada mediante un software de rastreo automatico (ANY-maze). Todos los animales
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fueron movidos desde el bioterio hacia una habitacién adyacente al cuarto de conducta una
hora antes del testeo. Todos los hallazgos fueron confirmados en al menos dos cohortes
separadas de animales. Todos los laberintos y cajas comportamentales se limpiaron

cuidadosamente con alcohol 10 % entre sujetos y desinfectado al finalizar el dia.

Actividad locomotora en una arena abierta estandar. La actividad locomotora horizontal fue
evaluada en una arena abierta (40 cm x 40 cm) durante 30 minutos. Las mediciones utilizadas
para evaluar la actividad locomotora incluyeron la distancia recorrida en la periferia y el centro.
La arena fue colocada en el centro de una habitacion (2 x 1.8 m) homogéneamente iluminada a

100 lux.

Grooming y actividad vertical. Estas conductas fueron evaluadas en una caja de acrilico
pequeiia (15 a 20 cm) con un espejo inclinado a 45° debajo del piso transparente, para permitir
una vista detallada de la conducta del animal. Todas las sesiones fueron grabadas a través de
una cdmara montada en uno de los lados de la caja experimental y los videos fueron puntuados
posteriormente por un observador ciego al tratamiento, mediante el programa Any-maze.
Durante una primera etapa, la conducta fue evaluada en condiciones espontdneas durante 15
minutos. Durante una segunda etapa (también de 15 minutos de duracién), la conducta de

grooming fue inducida mediante la dos pulverizaciones de agua en el tronco del animal.

Enterramiento de bolitas. Cada animal fue transferido individualmente a una caja conteniendo
20 bolitas homogéneamente distribuidas sobre una capa de viruta limpia de aproximadamente
5 cm de espesor. Las bolitas enterradas fueron contadas cada 5 minutos a partir de las
grabaciones (duracién total: 20 minutos). Se consideré como enterrada a toda bolita cubierta

con viruta en tres cuartas partes.
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Laberinto en cruz elevado. Las conductas relacionadas con manifestaciones de ansiedad fueron
evaluadas mediante un laberinto en cruz elevado que consta de dos brazos abiertos (30 x 6 x
0.3 cm) y dos brazos cerrados (30 x 6 x 15 cm) con paredes opacas, elevados 40 cm del piso. La
duracion total del test fue 5 minutos. El laberinto fue situado en el centro de una habitacién
homogéneamente iluminada (2 x 1.8; 100 lux). Al comienzo del testeo, cada animal fue
colocado en el centro del laberinto con la cabeza orientada hacia el brazo abierto situado en
direccion opuesta al investigador. Los head dippings (conducta exploratoria caracterizada por
movimientos de la cabeza hacia afuera de los brazos abiertos) fueron contabilizados mediante

el software Any-maze por un investigador ciego al tratamiento.

Arena de gran tamano. La actividad locomotora fue evaluada en una arena circular de 1.25 m
de didametro durante 30 minutos. La arena fue colocada en el centro de una habitacién
homogéneamente iluminada a 100 lux. La posicién de la cabeza y del centro del cuerpo del
animal fue determinado mediante el software Any-maze, y se cuantificé la distancia recorrida
en la periferia, en el centro y la distancia total. Ademas, evaluamos la distancia recorrida por la
cabeza del animal relativa a la recorrida por el cuerpo, como indice de la actividad exploratoria

local ((distanciacabeza- distanciacuerpo) / distanciacyerpo)-

Alternancia espontanea en un laberinto en forma de Y. Se utiliz6 un laberinto hecho de
plexiglass transparente con tres brazos del mismo tamafio (40 x 4.5 x 12 c¢cm) separados por
120°. El laberinto fue cubierto con una tapa de acrilico transparente para prevenir escapes, y se
ubicd en una habitacion iluminada en forma difusa (5 lux) con claves visuales para permitir la
orientacién espacial. Cada animal fue colocado al final de uno de los brazos con la cabeza
orientada hacia el centro del laberinto y se les permitié explorar el mismo durante 8 minutos.
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Se determind la posicion del animal mediante el programa Any-maze y se cuantificaron las
entradas a cada brazo. La conducta de alternancia fue definida como la entrada consecutiva a
cada uno de los tres brazos del laberinto sin repeticién (triplete). Definimos como porcentaje de
alternancia al numero total de tripletes dividido por el nimero total de tripletes posibles
(numero total de entradas menos dos) por cien. Todos los experimentos fueron realizados
durante el inicio de la fase de oscuridad (6:00 p.m. a 8:00 p.m.) para maximizar la conducta

exploratoria.

Conducta de acaparamiento. Para evaluar directamente el balance entre exploracion y
explotacion, adaptamos un test disefiado originalmente para analizar la conducta de
acaparamiento (Deacon 2012) e incrementamos la carga exploratoria. Se utilizd un dispositivo
compuesto por una caja central similar a la caja en la que los animales viven pero modificada
para conectarse con dos tubos de malla metalica ubicados en direcciones opuestas (50 cm de
largo y 5 cm de didmetro). Los animales fueron habituados de manera individual a la caja
central sin los tubos 24 horas antes del testeo (los orificios fueron cubiertos con tapas), con
libre acceso al agua y pellets de alimento. Al comienzo de la fase nocturna (6:00 p.m. a 7:00
p.m.), los pellets fueron removidos, las cajas fueron transferidas al cuarto de testeo (cuatro
cajas por test) y se conectaron los tubos. A uno de los tubos se lo dejé vacio y el otro se llené
con 100 g de pellets. El test se realizd en oscuridad total y todas las sesiones fueron grabadas
durante 14 horas bajo iluminacion infrarroja. Al final de cada test, se pesdé la comida
remanente. A partir de los videos, se cuantificd el tiempo de permanencia y el nimero de
entradas a cada tubo (utilizando el sofware Any-maze) durante la primer hora del test debido a

gue posteriormente ambos tubos se encuentran vacios para algunos de los animales control.
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Interaccidn social. Este test se realizd en una caja experimental de tres compartimentos, uno
central vacio (20 x 20 cm) que conecta con otros dos de igual tamafo que contienen una jaula
pequefia y cilindrica (8 cm de didmetro) en cual se colocé un ratédn demostrador o un objeto.
Un dia antes del testeo, los animales fueron habituados a los tres compartimentos de la caja
experimental durante 15 minutos. El dia del testeo, los animales fueron restringidos a explorar
el compartimento central por 5 minutos en cada etapa. Luego, se quitaron las divisiones y se
permitié a los animales explorar la caja en su totalidad durante 15 minutos. En una primera
etapa, se colocé un objeto en la jaula de un compartimento y un animal desconocido (ratén A)
en la jaula del otro. Los animales tienen la tendencia natural a explorar el estimulo social por
sobre un objeto novedoso. En una segunda etapa (novedad social), el objeto fue reemplazado
por un animal nuevo (ratédn B). Los animales tienden a explorar en mayor medida el animal
nuevo (ratén B) por sobre el que conocieron en la etapa previa (ratén A). La conducta de
exploracion dirigida hacia el demostrador u objeto fue cuantificada a partir de la observacion
de los videos por un experimentador ciego al tratamiento utilizando el programa Any-maze. Los
animales demostradores (machos de la cepa 129Sv/Ev de 3-5 meses de edad) fueron

exhaustivamente habituados a las jaulas en forma previa al testeo.

Test de construccion del nido. Cada animal fue transferido individualmente a una jaula
conteniendo viruta limpia durante 8 horas aproximadamente, y 1 hora antes del principio de la
fase oscura se colocd un cuadrado de algoddén prensado (2.8 g Ancare, Bellmore, NY). A la

manana siguiente, se pesaron los restos del algoddn provisto (de mas de 0.1 g).

Efecto de la anfetamina sobre las conductas de grooming, actividad vertical y el
enterramiento de bolitas. Ocho animales control y ocho con lesidn neonatal fueron utilizados
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para cada test. Diez minutos antes del test, la mitad de los animales controles y de los animales
con lesién fueron inyectados con solucidn salina y la otra mitad con anfetamina (4 mg/kg). La
dosis de anfetamina utilizada no tuvo efecto sobre la actividad horizontal en una arena abierta
(datos no mostrados) o en una arena pequeia utilizada para medir la conducta de grooming y
la actividad vertical. Una semana después, los animales fueron retesteados pero aquellos que
recibieron solucién salina fueron inyectados con anfetamina y viceversa (disefio de cuadrado

latino).

3. Experimentos electrofisioldgicos

Todos los registros electrofisiolégicos se realizaron bajo anestesia con uretano (1,2 g/kg
intraperitoneal). Se inyecté de forma subcutdnea un anestésico local en la zona superior de la
cabeza (0,05 ml de clorhidrato de bupicaina 0,5% s.c.) y se administrd otro anestésico local
(clorhidrato de lidocaina 2% en gel) en el canal auditivo del animal. Aproximadamente 20-30
minutos después se colocd al ratéon en un marco estereotdxico y se utilizdé una manta térmica
controlada por retroalimentacidon (Fine Science Tools, Vancouver, Canada) para regular la
temperatura corporal del ratén alrededor de los 37°C. Durante el experimento, el nivel de
anestesia se verificd testeando el reflejo nociceptivo de retirada del miembro trasero y la
visualizacién del electrocorticograma de la corteza prefrontal, y para mantener el animal en un
plano de anestesia regular se administraron dosis suplementarias de uretano

(aproximadamente 0,3 g/kg subcutaneo cada 2-3 horas).
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Estimulacion eléctrica cortical y electrocorticograma

En todos los experimentos, se utilizé un macroelectrodo bipolar concéntrico (SNE-100, Better
Hospital Equipment, EEUU; didmetro del contacto externo 0,25 mm, diametro del contacto
interno 0,1 mm, separacién entre contactos 0,75 mm, exposicién de cada contacto 0,25 mm)
para estimular eléctricamente la corteza medial prefrontal (2 mm anterior al bregma, 0,5 lateral
y 2,1 ventral; Franklin y Paxinos, 2001). Para estudiar las respuestas estriatales evocadas por
estimulacion de diferentes dareas corticales (ver figura R.11), colocamos electrodos de
estimulacion adicionales (todos en la misma posicion anteroposterior: 2.0 mm anterior a
bregma) en las cortezas cingular (0.8 mm lateral, 1.2 mm ventral) y motora primaria (1.6 mm
lateral, 1.1 mm ventral). Pulsos constantes de corriente (0.3 ms de duracién a 0.1 Hz, 100-700
mA, 20 pulsos a cada intensidad; Iso-flex y Master 8, AMPI, Jerusalem, Israel) fueron aplicados
para estudiar la conectividad sindptica corticoestriatal a través del analisis de los potenciales de
campo estriatal evocados (figura R.8 y R.9) y la actividad multiunitaria de potenciales de accion
(Figura R.10). Para estudiar la LTD corticoestriatal analizamos la amplitud de la respuesta de
campo (pulsos de 0.3 ms de duracién a 0.1 Hz y 350 pA) antes y después de dos inducciones de
estimulacion de alta frecuencia (figura R.8; en cada induccién se aplicaron cuatro trenesde 1 s

de duracion a 100 Hz separados 10 s entre si; 700 pA).

El electrocortigrama se registré6 mediante un macroelectrodo de las mismas caracteristicas que
los utilizados para la estimulacién eléctrica, situado en algunos experimentos en la region
motora de la corteza frontal (2 mm anterior a bregma, 1.6 mm lateral, 1.1 mm ventral) o en la
corteza somatosensorial primaria (2 mm anterior a bregma, 2 mm lateral, 2 mm ventral). La
sefial de este electrodo (ver figura M.1) permitié obtener un registro diferencial de la actividad
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de campo cortical (ECoG. Filtros: 0,1-300 Hz; amplificador: Lab1, Akonic, Buenos Aires,

Argentina).
Potenciales de campo estriatal evocados

Simultaneamente con el electrocorticograma, realizamos registros de la actividad
electrofisioldgica extracelular con un multielectrodo de 24 canales distribuidos en dos patas
separadas entre si por 500 um con 12 contactos cada una y con una separacién vertical entre
contactos de 100 um (NeuroNexus Technologies, Ann Arbor, Ml). Este electrodo fue implantado
en la region dorsomedial de la porcidn rostral del estriado (angulo de 20° en el plano coronal,
0,6 ~ 0,9 mm anterior al bregma, 2,2-2,7 mm lateral y 3-3,4 mm ventral). El area (400 umz) yla
impedancia de los contactos (alrededor de 0,8 MQ) del multielectrodo permite registrar el
potencial de campo local estriatal con suficiente estabilidad para realizar registros de varias

horas.

Registramos potenciales de campo evocados debido a que son muy estables en el tiempo y a
gue evidencias de nuestro laboratorio sugieren un origen local de los mismos y que su amplitud
refleja la transmisidén sindptica corticoestriatal (Galifanes et al. 2011). Las respuestas estriatales
de campo evocadas por estimulacion de la corteza prelimbica se reducen hasta un 90 % por
infusién de CNQX (antagonista de receptores AMPA) cerca del electrodo de registro. La
amplitud de las respuestas de campo local y los potenciales post sindapticos despolarizantes
(depolarizing post synaptic potentials, dPSPs) registrados en las NEM se incrementan en
paralelo al incrementarse la corriente de estimulacion (Galifianes et al. 2011). Por otra parte, la
amplitud de las respuestas de campo evocadas correlacionan con la magnitud de la actividad

multiunitaria de potenciales de accidon (Galifianes et al. 2011). Finalmente, las respuestas
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estriatales evocadas muestran muchas de las propiedades basicas conocidas de la transmision
corticoestriatal, incluyendo facilitacién por pulsos pareados, incremento luego del bloqueo local

de receptores GABA, organizacidn topografica y plasticidad de largo término.

A) Macroelectrodos
Estimulacion . . .
Corteza Prelimbica Electrocorticograma (Actividad espontanea)

Registro del
4 electrocorticograma

0,5mV

1seg

Potenciales de campo evocados

Figura M.1: Verificacion histoldgica y trazos representativos de los registros electrofisiologicos. A) y B):
A la izquierda se muestran microfotografias de cortes coronales donde se pueden observar las marcas de
los electrodos sobre el tejido, y a la derecha se muestran esquemas del atlas de raton representativos de
los sitios de registro de interés. Se muestran trazos representativos de la actividad electrofisioldgica
registrada.

En los experimentos disefiados para estudiar la respuesta estriatal a la estimulacién de distintas

areas corticales (ver figura R.11) utilizamos un multielectrodo de cuatro patas con 8 contactos
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en cada una (200 um separacion entre contactos, 400 um de separacidon entre patas;
NeuroNexus Technologies, Ann Arbor, MI), el cual nos permitié incrementar el drea estriatal
mapeada. El multielectrodo fue implantado en el estriado dorsal con un angulo de 20° respecto
del eje medio-lateral (pata mds medial: 1.0 mm anterior a bregma, 1.5 mm lateral, 3.7 ventral;
pata mas lateral: 0.6 anterior a bregma, 2.8 mm lateral, 3.7 mm ventral). La sefial proveniente
de los multielectrodos fue referenciada a un tornillo implantado en el hueso occipital,
amplificada, filtrada y digitalizada (10 kHz). La sefial fue filtrada en dos bandas: banda pasa
bajos (5-300 Hz) y banda pasa altos (300-3000 Hz) para obtener, respectivamente, actividad de
potencial de campo estriatal y actividad multiunitaria de potenciales de accion, ambas

derivadas de un mismo contacto de registro.

Analisis de los datos.

Los potenciales estriatales evocados fueron analizados con rutinas de Matlab hechas
personalizadamente. La estimulacidn a la corteza prefrontal medial resulta en una respuesta de
potencial de campo estriatal cuya forma es positiva-negativa-positiva (P1-N2-P2) (Galifianes et
al. 2011). La amplitud de la respuesta evocada fue determinada mediante la diferencia de
voltaje entre el valle N2 y el pico P2 (ver figura R.8A). Para medir la amplitud de los potenciales
evocados, la sefial registrada fue filtrada digitalmente (8 pole butterworth filter, linea de corte
pasa-bajos en 300 Hz). Para cada trial individual el voltaje y la latencia de los puntos N2 y P2
fueron determinados semiautomaticamente mediante la deteccion respectiva del minimo y
maximo local del potencial de campo evocado. Para cuantificar la respuesta de los potenciales
de accion (ver figura R.10), los trials fueron rectificados, suavizados y promediados,
permitiendo la computacion del drea y la latencia del pico de la respuesta multiunitaria de
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potenciales de accion (Galifianes et al. 2011). Las curvas estimulo respuesta (figuras R.9 y R.10)
fueron construidas realizando el promedio de la sefial registrada en los canales contenidos en
circulo mostrado en la figura R.9B-C. Las curvas espaciales de las amplitudes de respuesta
evocada por estimulacién de distintas areas corticales (figura R11) fueron construidas alineando
las respuestas obtenidas en distintos animales respecto del sitio de maxima respuesta en cada

shank del multielectrodo.

4. Llenado intracelular con lucifer yellow y determinacion de la estructura

dendritica de las neuronas de proyeccion estriatales.

Realizamos reconstrucciones morfoldgicas de NEM de la vias directa e indirecta utilizando
animales doble transgénicos Drdla-tomato y Drd2-eGFP(Suarez et al. 2014). En el segundo dia
postnatal los animales recibieron inyecciones de 6-OHDA o vehiculo como se detalld
anteriormente. La confirmacion del doble genotipo fue realizada utilizando PCR en PD21-24. En
la semana 12, los animales fueron perfundidos y utilizando un vibratomo se realizaron rodajas
coronales de tejido de 200 um y 30 um de grosor, alternadamente de desde Bregma +1.2 a
+0.2. Las rodajas de 200um fueron utilizadas para llenado intracelular de NEM. Los cuerpos
celulares de las NEM fueron visualizados a 10x. En cada slice, las neuronas de la via directa
(dNEM, positivas para tomato) de un hemisferio y las neuronas de la via indirecta del otro
(iINEM, positivas para EGFP) se llenaron iontoforéticamente con una solucién de Lucifer Yellow
al 8% (LY; Sigma, L0259; en TB 0.05%) utilizando corriente hiperpolarizante (corriente continua,

10-20 pA, por 10-12 minutos). La separacién entre NEM inyectadas fue de 400 pm

119



aproximadamente para prevenir la superposicion de los arboles dendriticos (ver figura R.13B).
Los cuerpos celulares inyectados estuvieron situados a una profundidad de 10-12 um de la
superficie de la rodaja. Luego de las inyecciones, el LY fue detectado utilizando
inmunohistoquimica colorimétrica (ver siguiente seccidon) permitiendo la reconstruccidon
morfoldgica del arbol dendritico utilizando microscopia de luz transmitida. A este punto, las
dNEM e iNEM son indistinguibles entre si y por ello utilizamos la posicién en uno u otro
hemisferio para diferenciarlas (los hemisferios fueron contrabalanceados). Los arboles
dendriticos fueron dibujados en dos dimensiones a un aumento de 100x utilizando el software
Mercator, y el largo dendritico total, el drea del soma y los puntos de ramificacion fueron
determinados. Las espinas dendriticas se contaron en segmentos del arbol dendritico de ~50-
100 pum de longitud localizados preferencialmente en dendritas de tercer a quinto orden. En
algunos casos, las NEM tuvieron pocas ramificaciones (particularmente en los animales con
lesién) por lo cual empleamos dendritas de segundo orden. El anadlisis de Sholl (nimero de
dendritas que intersecan circulos concéntricos alrededor del soma distanciados entre si por 15
um) fue realizado mediante una reconstruccion en dos dimensiones del arbol dendritico

utilizando Fiji ImageJ.

5. Histologia e inmunohistoquimica.

Al final de cada experimento, los animales recibieron una dosis letal de uretano y fueron
perfundidos transcardiacamente con 10 ml de solucidn salina salina fria con heparina al 0.04%

(Heparina sédica, Laboratorios Duncan, 5000 Ul/ml) seguido de 20 ml de parafolmaldehido
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(PFA) al 4% en PBS 0.1 M (excepto para los experimentos de llenado intracelular con LY en los
gue utilizamos 80 ml de solucién de PFA). Los cerebros fueron removidos, y sumergidos toda la
noche en la misma solucién de PFA posteriormente se colocaron en una solucién de sacarosa al
30% (en PBS 0.1 M) a 4°C por 24-72 h. Secciones coronales de 30 um fueron cortadas con un
micréotomo de congelacion para la identificacién de la posicién de los electrodos de registro y
estimulacion y para la verificacion de la lesion de neuronas dopaminérgicas mediante
inmunohistoquimica contra la enzima tirosina hidroxilasa (Galinanes et al. 2009). La

cuantificacién de la lesion fue realizada de acuerdo a Galifianes et. al., 2009.

La localizacion de los electrodos de estimulacidn fue realizada mediante la examinacidn visual
del dafio mecanico ocasionado por los mismos utilizando un microscopio de luz transmitida a
baja magnificacién. En orden de determinar la localizaciéon de los sitios de registro estriatal,
antes de cada experimento electrofisiolégico el multielectrodo fue sumergido en una soluciéon
del colorante fluorescente 1,19-dioctadecil-3,3,39,39-tetrametilindocarbocianina perclorato
(Dil; 100 mg/ml en acetona; Molecular Probes) y se dejo secar por 30 minutos antes de utilizar.
Este colorante permite determinar la posicion del multielectrodo mediante la deteccién del
material fluorescente depositado en el tejido (figura R.8A). En todos los casos, las secciones de
interés fueron microfotografiadas para la posterior reconstruccidon de la posicion final de los

sitios de registro (ver figura R.9B-C).

Luego de las inyecciones de LY, cada rodaja de tejido de 200 um fue incubada individualmente
con una solucidon de anticuerpo anti-LY durante 5-7 dias a 4°C (1:100000; en PBS 0.1 M,

sacarosa 5%, BSA 2% vy tritdon-X100 10%;(Elston et al. 2001)) y luego se utilizé6 un protocolo
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estandar con avidina-biotina. Finalmente, las secciones fueron montadas en una solucion

conteniendo PB 0.1 M, glicerol 50% y azida de sodio 0.01 M, y se conservaron a 4°C.

6. Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico de los datos se utilizé el programa Sigmaplot 11.0. Los tests
estadisticos empleados se detallan en el epigrafe de cada una de las figuras. Los contrastes post
hoc para los ANOVA de dos vias y ANOVA de dos vias de medidas repetidas se realizaron luego

de una interaccion significativa.
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