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OBJETIVOS LA ESTIMULACION DE LAS FIBRAS AFERENTES GLUTAMETERGICAS DEL NUCLEO
SUBTALAMICO (NST) EN EL GP POR LA ChR2 PRODUCE DISCINESIA

= Estudiar si la inhibicion de las neuronas GABAérgicas del globo palido (GP) presenta nuevos _ , S _ _
objetivos de tratamiento para trastornos de movimiento hipercinético. Se estimularon las neuronas del GP a traveés de la activacion de sus entradas excitatorias desde el STN

mediante:
= Mediante el uso de la optogenética, investigar el papel de las neuronas GABAEérgicas del globo

palido (GP) y las fibras aferentes glutametérgicas del nucleo subtalamico (STN) presentes en el GP
para el control del movimiento.

1) Inyeccion del virus AAV-CaMKIla-ChR2-mCherry, con el fin de introducir ChR2 en las neuronas
glutameteérgicas.
2) Estimulacion de la luz en el GP para estudiar la actividad neuronal. (No se observo actividad en M1)

|NTRODUC|C')N TEC')R|CA Tras la estimulacion ChR2 en las neuronas glutametérgicas del GP, los ratones mostraron movimientos

estereotipados (aseo) y comportamientos similares a la distonia (torsion del cuello y del miembro

Los ganglios basales (BG), el niicleo subtalamico y la sustancia negra se encargan de recibir y procesar anterior) similares a los comportamientos producidos por la estimulacion por ChR2 de las neuronas
los inputs corticales y regular la actividad cortical. GABAEergicas en el GP en los ratones transgénicos. Figura 3D

En roedores, los gaglios basales equivalen al globo palido (GP) y nucleo entopedular (EPN). Atribuimos los resultados a que una sobreestimulacion selectiva de ChR2-mCherry en el NST, el GP y el

EPN implica tal intensidad del imput, que las neuronas GABAérgicas no son lo suficientemente
eficientes en la inhibicion del impulso. Esto resulta en una falta de control del movimiento, por lo que se
observo discinesia.

El 95% de las neuronas del GP son neuronas GABAEérgicas.

SUJETOS Y METODOS
= [ os sujetos sometidos al experimento fueron ratones transgenicos VGAT-ChR2-EYFP VGAT
= Realizaron cirugia de implante de canula guia para la C ’
estimulacion drigida de ChR2 (Canalrodopsina2) de Laser\ injection
fibras aferentes glutametérgicas del STN del GP. Figura 1C
B
= Usaron EYFP y GADG67 como marcadores fluorescentes (/“‘\ )0 iy
de ChR2 y c-Fos como marcador de actividad neuronal T Z)
= 4STN AX)

= Introdujeron mediante inyeccion viral el virus e
AAV-CaMKIlla-ChR2-mCherry. Figura 1C —— | W

RESULTADOS

LA ESTIMULACION OPTICA DE NEURONAS GABAERGICAS DEL GLOBO PALIDO
DERECHO PRODUCE HIPERCINESIA

Se comprueba que la expresion de ChR2 era especifica de las neuronas GABAEérgicas bajo el control

del promotor VGAT, que dirige la expresion selectiva de ChR2 en dichas neuronas de estos ratones. m: Resting . Grooming Chegng i Torsion spasm

Por la colocalizacion de EYFP y GADG67 se demuestra la expresion exclusiva y estimulacion dirigida de 5;"' Y | 5., / 5* ' 5: ‘

ChR2 en neuronas GABAergicas. Figura 2A f: § E" % E ia /

Se descarto una posible actividad epiléptica mediante la realizacion de un EEG seguido de un FFT. ‘ m?t& S Bdceme  law | Bevelsw  Lew T Sl L
Exploration icking Circling left Circling right

Mediante la fotoestimulacion dirigida (pulsos de 5ms a 20 Hz durante 10-30 s) se activaron las ChR2 de o = —= ;«» — §~~ e

las neuronas GABAZérgicas. §: \ > s e \ i %
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LA ESTIMULACION DE CHR2 EN FIBRAS AFERENTES GLUTAMETERGICAS DEL STN
EN EL GP PRODUCE CAMBIOS SIMILARES EN LOS CIRCUITOS DE LOS GANGLIOS
BASALES COMO INDICA LA EXPRESION DE C-FOS EN GP, M1, STN, EPN Y CPU

S Se indujo fotoestimularcion en los ganglios basales y corteza; y posteriormente, se procedio a la
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al la actividad de la corteza. Figura 4B H
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CONCLUSIONES

Post-stimulation

La sobreestimulacion optogenetica de las neuronas GABAeérgicas del globo palido o las fibras aferentes
glutametérgicas del nucleo subtalamico en el GP producian hipercinesia.
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Se verifica la implicacion de rutas intrinsecas de los ganlios basales en el control inhibitorio de los

Para cuantificar los COmpOrtamientOS anormales, estudiamos los Siguientes Comportamientos: 1. reposo moviminetos anormales. Aln asi, se necesitan estudios futuros para abordar la contribucion espeCI'fica de
(despierto sin movimiento); 2. aseo (limpiandose los bigotes con los miembros delanteros); 3. las neuronas prototipicas de GABAenergicas del globo palido al control motor.

exploracion; 4. lamida; 5. masticacion; 6. espasmo de torsion; 7. giro a la izquierda; y 8. giro a la
derecha. Nuestros hallazgos reafirman que la excesiva actividad del GP podria

ser el sustrato neural de los movimientos involuntarios anormales que
Bajo condiciones normales, los ratones mostraron comportamientos mas estereotipados (descanso, se encuentran en los trastornos del movimiento como la enfermedad de
exploracion y aseo), mientras que durante estimulacion optica, los ratones mostraron comportamientos Huntington y la distonia.

mas discinésicos (lamido y masticacion) y distonia (torsion y giros). Figura 2C



