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Resumen 

Capitulo 1 
 
 
Resumen 
 
Aspectos presinápticos. 

En registros electrofisiológicos de corrientes postsinápticas excitadoras, se 

exploraron los efectos de activar a los receptores dopaminérgicos de las clases D1 

y D2, localizados en las proyecciones del núcleo subtalámico (NST) que inervan a 

la sustancia negra reticular (SNr). Se utilizaron rebanadas de cerebro de rata y 

para el registro electrofisiológico se usó la técnica de patch-clamp en la 

configuración de célula entera. Las corrientes postsinápticas excitadoras (EPSCs; 

excitatory post-synaptic currents), provocadas por la estimulación del NST y 

registradas en las neuronas GABAérgicas de la SNr en presencia de bicuculina, 

fueron bloqueadas con CNQX y D-AP-5 al final de cada experimento. La acción 

del SKF-38393, un agonista dopaminérgico selectivo para los receptores de la 

familia D1, fue la de incrementar la amplitud de las EPSCs en aproximadamente 

un 30%, mientras que el agonista de los receptores de la clase D2, el quinpirole, 

las redujo en aproximadamente un 25%. Estas acciones, claramente opuestas, 

fueron bloqueadas por sus antagonistas selectivos: SCH 23390 para los 

receptores de la clase D1, y sulpiride para los receptores de la clase D2, 

respectivamente. Ambos efectos fueron acompañados por cambios en la 

proporción de las respuestas sinápticas (facilitación o depresión) a estímulos 

pareados; indicando que el sitio de acción de estos receptores es presináptico. La 

localización de estos receptores a nivel presináptico fue confirmada por el análisis 

“amplitud-varianza”. Los efectos de ambos agonistas: SKF-38393 y quinpirole, 

pudieron observarse registrando una misma neurona postsináptica. Cuando se 

aplicaron solos, los antagonistas sulpiride y SCH 23390 incrementaron y 

redujeron, respectivamente, las EPSCs, haciendo pensar que los receptores están 

activos constitutivamente debido a los niveles de dopamina endógena en la 

preparación. Los datos demuestran que la dopamina controla, a nivel presináptico, 

la vía glutamatérgica subtálamo-nigral. 
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Resumen 

Aspectos postsinápticos. 

Junto con las neuronas del núcleo entopeduncular (NEp) o globo pálido interno 

(GPi), las neuronas GABAérgicas de proyección de la sustancia negra reticular 

son las neuronas “de salida” de los ganglios basales. Llevan el resultado del 

procesamiento de los ganglios basales a los circuitos tálamo-corticales 

responsables de los movimientos voluntarios. Existen dos modelos que explican el 

funcionamiento normal y patológico de los ganglios basales: en primer lugar, está 

el modelo de “tasa de disparo” (rate model) que predice que estas neuronas de 

salida estarán sobreexcitadas en la enfermedad de Parkinson (EP), lo que da 

lugar a la hipocinesia, por exceso de inhibición de los circuitos tálamo-corticales. 

En segundo lugar está el modelo “oscilatorio” que predice que estas neuronas no 

aumentan su tasa de disparo durante la EP si no que adquieren un modo de 

disparo oscilatorio en forma de ráfagas. Ambos modelos son actualmente 

incompatibles. En el presente trabajo, nos propusimos simular las sinapsis 

predichas por el modelo de tasa de disparo para observar qué sucedía con el 

patrón de disparo de las neuronas de la SNr. En condiciones normales, las 

neuronas de salida presentaron actividad espontánea y regular de potenciales de 

acción (PAs). En ∼11% de las mismas exhibieron disparo oscilatorio en forma de 

ráfagas. Cuando simulamos las condiciones sinápticas de la EP en las neuronas 

de la SNr: a) exceso de excitación al añadir NMDA, o b) supresión de la inhibición 

añadiendo bicuculina, se favoreció el disparo oscilatorio en forma de ráfagas en 

las neuronas de salida. Analizando el mecanismo iónico que pudiera explicar el 

modo oscilatorio de disparo encontramos que el agonista glutamatérgico NMDA 

genera o facilita la aparición de una región de conductancia con pendiente 

negativa (CPN) con tres cruces en el eje del voltaje en la curva I-V. Tanto el 

disparo oscilatorio como la región de CPN sólo se redujeron parcialmente al 

bloquear los canales de sodio con TTX o los canales de calcio de alto umbral de 

activación con calcicludina. Sin embargo, concentraciones bajas de NiCl2, usadas 

para bloquear selectivamente a los canales de calcio tipo T (subunidad α1H o 

Cav3.2), abolieron el modo oscilatorio de estas neuronas, sugiriendo que esta es la 

corriente que funciona como paso limitante para generar este patrón temporal de 
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disparo. Utilizando técnicas de triple marcado comprobamos la presencia de estos 

canales en estas neuronas. Al utilizar fármacos específicos para manipular a los 

canales catiónicos activados por hiperpolarización (HCN), así como los canales de 

potasio activados por calcio, mostramos que estos canales participan en modular 

la frecuencia del modo oscilatorio de disparo. Estos resultados permiten congeniar 

ambos modelos, tasa de disparo y oscilatorio, puesto que al mimetizar las 

condiciones predichas por el modelo de tasa de disparo fueron suficientes para 

que se generara el disparo oscilatorio. 
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Resumen 

Abstract 
 
Presynaptic aspects. 

Electrophysiological recording of excitatory post-synaptic currents, we explored the 

actions resulting from the activation of D1-class and D2-class dopamine receptors 

located on the subthalamic nucleus (NST) projections that innervate the substantia 

nigra pars reticulata (SNr). Whole-cell patch-clamp recordings on neurons from rat 

brain slices were used to obtain excitatory post-synaptic currents (EPSCs) evoked 

by field stimulation at the NST while recording from postsynaptic GABAergic 

projection neurons in the SNr. These EPSCs could be blocked by CNQX and D-

AP-5 in the presence of bicuculline. The D1-class dopamine receptor agonist, SKF-

38393, enhanced the amplitude of EPSCs by about 30%, whereas the D2-class 

receptor agonist quinpirole reduced them by about 25%. These actions were 

blocked by the selective antagonists, SCH 23390 for D1-class receptors, and 

sulpiride, for D2-class receptors, respectively. Changes in EPSCs amplitude were 

accompanied by changes in the amplitude ratio of the synaptic events in response 

to a pair of stimuli; suggesting a presynaptic site of action. The presynaptic location 

of these receptors was further confirmed by “variance-mean” analysis. The effects 

of both agonists could be observed on the same postsynaptic neuron. When 

applied alone, the antagonists sulpiride and SCH 23390 enhanced and reduced, 

respectively, the evoked EPSCs, suggesting that these receptors are constitutively 

active due to endogenous dopamine levels in the preparation. The data 

demonstrates that dopamine may control the glutamatergic subthalamo-nigral 

pathway presynaptically. 

 

Postsynaptic aspects. 

Together with the neurons from the entopeduncularis nucleus (NEp) or internal 

globus pallidus (GPi), the GABAergic projection neurons of the substantia nigra 

pars reticulata (SNr) are the “output” neurons of the basal ganglia. They convey the 

results of basal ganglia processing to the thalamo-cortical circuits responsible for 

voluntary motor control. There are two models that explain both the normal and 
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pathological performance of the basal ganglia: on the first place there is the rate 

model, which predicts that SNr neurons should be overexcited during Parkinson´s 

disease (PD), giving rise to hipokynesia, due to the excess of inhibition delivered to 

the thalamo-cortical circuits. On the second place, there is the oscillatory model 

which predicts that SNr neurons do not increase their firing rate during PD but 

instead change their firing pattern to an oscillatory bursting mode. These models 

are now incompatible. In the present work we tried to simulate the synaptic 

conditions predicted by the rate model on SNr neurons to observe what happens to 

their firing pattern. In control conditions, output neurons exhibit regular 

spontaneous activity. About ∼11% of these neurons also exhibit an oscillatory 

bursting mode. When the synaptic conditions of PD are simulated on SNr neurons: 

a) an excess of excitation, or b) a suppression of inhibition, it was observed that 

output neurons favored the oscillatory bursting mode. We analyzed the ionic 

mechanisms that may explain the oscillatory bursting mode. It was found that the 

glutamatergic agonist, NMDA, either generated of facilitated the appearance of a 

negative slope conductance region with three crossing points in the voltage axis in 

the current-voltage relationship. Both the oscillatory firing pattern and the negative 

slope conductance region were partially reduced after the blockage of sodium 

channels with TTX or the blockage of high voltage activated (HVA) calcium 

channels with calcicludine. Nevertheless, low concentrations of NiCl2, commonly 

used to selectively block T-type channels (α1H o Cav3.2), abolished the oscillatory 

firing pattern, suggesting that this current works as the limiting step to generate this 

firing mode. Immunocytochemical triple labeling techniques demonstrated the 

presence of these channels in SNr neurons. The use of selective antagonists 

allowed us to manipulate the hyperpolarizing activated cation currents (HCN) as 

well as the calcium activated potassium currents. It was found that these channels 

participate in modulating the frequency of the oscillatory firing pattern. These 

results allow both the rate and the oscillatory to go along, because the mimickry of 

the synaptic conditions predicted by the rate model were enough to generate an 

oscillatory firing mode in SNr neurons. 
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Capitulo 2 
 
 
Introducción 
 
Los ganglios basales forman un conjunto de núcleos subcorticales involucrados en 

la generación y control de las funciones motoras, cognoscitivas y emocionales. El 

nombre de los núcleos varía según la especie. En los roedores, los núcleos que 

los forman son: el neoestriado o caudo-putamen (NSt: neostriatum), el globo 

pálido (GP: globos pallidus o pallidum), que en los felinos y primates corresponde 

al globo pálido externo (GPe), el núcleo subtalámico (STN: subthalamic nucleus en 

inglés), el núcleo entopeduncular (NEp: nucleus entopeduncularis), que en los 

felinos y primates corresponde al globo pálido interno (GPi) y la sustancia negra 

que se subdivide en dos porciones: reticular (SNr: substantia nigra reticularis) y 

compacta (SNc: substantia nigra compacta). 

 

La participación de los ganglios basales en el control del movimiento es una 

idea que data de principios del siglo pasado. Wilson (1928), describió una 

enfermedad que se caracterizaba por rigidez muscular, temblor y debilidad que fue 

asociada con cambios patológicos en el hígado y los ganglios basales 

(enfermedad hepato-lenticular de Wilson). Como la mayoría de los signos motores 

estaban asociados con daños en el tracto cortico-espinal o piramidal y este daño 

no era obvio en este padecimiento, Wilson postuló que la anormalidad motora era 

debida a un daño en un sistema motor extrapiramidal, sugiriendo a los ganglios 

basales como los principales constituyentes de este sistema. Ahora se ha 

comprobado que los ganglios basales proyectan tanto a los núcleos motores del 

tallo cerebral, a los núcleos pedúnculo pontino y el tectum, dando origen a vías 

extrapiramidales, como a las asas corticobasales, que retornan a las cortezas 

motoras y premotoras a través del tálamo, y que directamente activan la vía 

piramidal mediante los circuitos motores tálamo-corticales. 
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El papel funcional de los ganglios basales (GB) en el movimiento se puso 

de manifiesto primero por estudios anatomopatológicos y luego, muy lentamente, 

clínicos y experimentales que siempre han adolecido de los paradigmas correctos 

para poner de manifiesto el papel de cada componente de los GB en la generación 

del movimiento. 

 

Los estudios clínicos y anatomopatológicos mostraron correlación entre 

lesiones de algunos núcleos de los ganglios basales y desórdenes del movimiento 

como son la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington, los 

balismos, el síndrome de Tourette, los tics, las distonias, las atetosis, etc. Así por 

ejemplo, la participación del núcleo subtalámico en el control motor se ha 

mostrado en diversos estudios (Bergman et al., 1990; Bergman et al., 1994). Su 

lesión provoca balismos y su lesión quirúrgica o su inactivación mejora los signos 

del parkinsonismo. De la actividad espontánea de sus neuronas depende la 

frecuencia de disparo de las neuronas del globo pálido y de los núcleos de salida 

de los ganglios basales: el núcleo entopeduncular y la sustancia negra reticular 

(Robledo y Féger, 1990). Por lo que el núcleo subtalámico, excitador, controla la 

actividad de estos núcleos inhibidores, estableciendo así la magnitud de la 

inhibición que los ganglios basales ejercen hacia los circuitos cortico-talámicos 

que controlan los movimientos. El núcleo subtalámico es por tanto parte de la 

llamada “vía indirecta”, pues su excitación dirigida hacia los núcleos de salida se 

equilibra con la acción inhibidora hacia estos mismos núcleos que proviene de la 

“vía directa” estrio-nigral (ver Fig.1) (Albin et al., 1989). 

 

La liberación de neurotransmisores de las terminales nerviosas depende no 

sólo de la actividad neuronal, sino también de regulaciones presinápticas debidas 

a receptores localizados en las mismas terminales nerviosas. Estos pueden ser 

activados por el mismo neurotransmisor liberado (autoreceptor) ó por transmisores 

moduladores (e.g., la dopamina) liberados de otras fibras nerviosas (receptores 

presinápticos heterólogos o heterorreceptores). La presencia de receptores 

dopaminérgicos en el subtálamo (Baufreton et al., 2003; Bouthenet et al., 1991; 
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Flores et al., 1999; Mansour et al., 1992), sugiere que la liberación de glutamato 

de las terminales de sus neuronas glutamatérgicas que inervan a los núcleos de 

salida podría ser regulada por la dopamina (Rosales et al., 1997) a nivel 

presináptico. 

 

La dopamina modula presinápticamente diversas conexiones entre las 

neuronas de los ganglios basales (Floran et al., 1990; Guzmán et al., 2003; 

Radnikow y Misgeld, 1998). Debido a estos antecedentes, uno de los intereses de 

la presente tesis fue el determinar si la vía glutamatérgica excitadora subtálamo-

nigral es modulada por la dopamina a través de la activación de receptores 

presinápticos. Parte de los resultados están incluidos en mi trabajo de tesis de 

Maestría, donde determinamos la participación de los receptores a dopamina de la 

clase D2 (Ibáñez-Sandoval, 2003). En el presente trabajo doctoral este trabajo se 

continuó observando la participación de los receptores de la clase D1. 

 

Por otro lado, la salida de los ganglios basales no sólo inerva los circuitos 

tálamo-corticales encargados de los movimientos, sino también proyecta hacia 

núcleos del tallo cerebral (Takakusaki et al., 2004) que están relacionados con el 

tono muscular y la locomoción (Mori, 1987; Rossignol, 1996; Takakusaki et al., 

2004). Fundamentalmente, la salida de los ganglios basales a través de la 

sustancia negra reticular participa en el control del tono muscular, el movimiento 

de los músculos del cuello y de los ojos (nistagmo, “sacudidas” o “saccades”), el 

movimiento de la mandíbula y del comienzo de la marcha (Nishimuta et al., 2002; 

Salamone et al., 1998; Takakusaki et al., 2003). 

 

Las neuronas GABAérgicas de la sustancia negra reticular, así como las del 

núcleo entopeduncular, presentan actividad espontánea tónica, por lo que estas 

neuronas inhiben de manera constante a todos sus núcleos blancos: el tálamo, y 

por lo tanto a los circuitos tálamo-corticales implicados en los movimientos 

voluntarios y aprendidos, y los núcleos del tallo cerebral, implicados en los reflejos 

que controlan el tono muscular, el equilibrio y la postura. Se piensa que la 
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actividad de la SNr da como resultado un nivel de inhibición sobre los movimientos 

voluntarios (hipocinesia), así como un nivel de tono muscular, pues las lesiones a 

nivel de puente producen rigidez debido a la supresión de esta actividad inhibidora 

tónica. La inhibición sobre los movimientos voluntarios puede ser a su vez inhibida 

por la vía estrio-nigral, o “directa” GABAérgica, provocando lo que se conoce como 

desinhibición de los movimientos. También puede ser aumentada por la excitación 

subtalámica que sobreactiva a la SNr. Así, entre ambas vías se regula la magnitud 

de la inhibición que los ganglios basales ejercen sobre los circuitos tálamo-

corticales (Albin et al., 1989). Este modelo de funcionamiento de los GB ha 

prevalecido por los últimos 20 años y se conoce como rate model, o modelo de 

“tasa de disparo”, pues depende de las cadenas sinápticas de excitación (NST: 

núcleo subtalámico que excita a la SNr: NST→SNr) o inhibición (NSt: neoestriado 

que inhibe a la SNr: NSt→SNr) que se predice aumentan o disminuyen, 

respectivamente, la tasa de disparo de las neuronas de la SNr. 

 

El modelo de la enfermedad de Parkinson que se basa en el de tasa de 

disparo, propone que la salida inhibidora de los ganglios basales está desregulada 

pues se pierde el balance entre las vías “directa” (estrio-nigral o inhibidora: 

NSt→SNr) e “indirecta” (subtálamo-nigral o excitadora: NST→SNr) (ver Figs.1 y 8). 

En estas condiciones, la tasa de disparo de potenciales de acción de las neuronas 

GABAérgicas de la SNr aumenta, provocando la hiperinhibición de los circuitos 

tálamo-corticales del movimiento. El problema con ello, es que esto no se observa. 

Lo que se observa es que, durante el parkinsonismo experimental o en pacientes 

con enfermedad de Parkinson, las neuronas de la SNr se enganchan para generar 

una actividad hipersincrónica de tipo oscilatorio (en ráfagas o bursts) (Nambu, 

2005; Takakusaki et al., 2004a; Wichmann et al., 2001; Wichmann y DeLong, 

2003), lo cual no puede ser explicado por el rate model. Esto hizo que emergiera 

un modelo alternativo para explicar la enfermedad de Parkinson: el llamado 

modelo oscilatorio (oscillatory model) (Hutchison et al., 2004). Este modelo postula 

que, de alguna manera, la ausencia de dopamina libera el funcionamiento de 

marcapasos intrínsecos en el GPe, el NST, el GPi y la SNr que forman algo 
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parecido a los central pattern generators (GPGs o centros generadores de 

patrones temporales de disparo) en la médula espinal (Brownstone et al., 1994; 

Guertin y Hounsgaard, 1998; Gordon y Whelan, 2006; Grillner, 2003; Kiehn, 2006; 

Wallén y Grillner, 1987). Estos CPGs enganchan todo el circuito de los GB en 

oscilaciones que impiden reclutar neuronas para ejecutar las tareas motoras 

voluntarias pues producen rigidez y temblor incoercibles. De manera alternativa, 

otros estudios postulan que también en la corteza aparecen CPGs patológicos y 

que son estos los más importantes (Bevan y Wilson, 1999; Bevan et al., 2002; 

Mahon et al., 2006). Ambos modelos, el de tasa de disparo y el oscilatorio, son 

actualmente incompatibles e irreductibles el uno con el otro. El presente trabajo de 

tesis es un intento de acercarlos. 

 

La pregunta experimental que planteamos resolver para acercar ambos 

modelos es: si imitáramos, in vitro, los cambios fisiopatológicos postulados por el 

modelo de tasa de disparo, esto es, un exceso de la entrada excitadora del NST 

sobre las neuronas de la SNr (sobreactivación de la vía indirecta), y/o una 

disminución de la entrada inhibidora del NSt (depresión de la vía indirecta), ¿qué 

patrones temporales de disparo encontraremos en las neuronas de la SNr? ¿Será 

que esto baste para liberar el CPG nigral o subtálamo-nigral y aparezca el disparo 

oscilatorio en ráfagas? Si la respuesta fuera afirmativa, podríamos congeniar 

ambos modelos, pues los cambios fisiopatológicos propuestos por el modelo de 

tasa de disparo serían los directamente responsables de liberar el CPG patológico 

del modelo oscilatorio. 

 

La actividad en ráfagas, sincrónica y rítmica, que presentan algunas 

neuronas, se manifiesta de manera fisiológica durante ciertas conductas motoras 

tales como masticar, caminar, correr, nadar, etc. (Gordon y Whelan, 2006; Kiehn, 

2006; Schnitzler y Gross, 2005). El caso es que en sujetos normales, este tipo de 

conductas pueden comenzarse, detenerse, o cambiar, de una conducta o tarea a 

la otra, con relativa facilidad. Es más, grupos de neuronas pueden estar dedicados 

a una tarea, e.g., caminar, mientras otras neuronas se dedican a otra, e.g., mover 
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las manos, y aun otras se encargan de mantener el tono muscular adecuado. 

Estas capacidades motoras son las que se pierden en la enfermedad de Parkinson 

y otras enfermedades de los GB. 

 

La actividad en ráfagas, sincrónica y rítmica, puede ser inducida in vitro en 

preparaciones aisladas, por ejemplo, en las motoneuronas de la medula espinal de 

la lamprea, la tortuga o el gato. Esto sugiere que la red neuronal que genera estas 

conductas está contenida en forma de módulos autosuficientes, i. e., que tienen 

todos los elementos para generar dicha actividad en pequeños pedazos de tejido 

aislado. De hecho, la teoría modular del sistema nervioso postula que el sistema 

es simplemente la interacción de muchos de estos módulos (Hubel y Wiesel, 1979; 

Mountcastle, 1997; Mountcastle, 2003). 

 

Una manera de inducir actividad eléctrica oscilatoria en tejido neural aislado 

in vitro es mediante la adición de NMDA (agonista glutamatérgico) al baño de 

superfusión, acompañándolo o no, de la estimulación de campo en algún otro 

segmento de la médula espinal o en alguna raíz dorsal. Se piensa (Gordon y 

Whelan, 2006), que el NMDA suplanta las entradas tónicas excitadoras (tonic 

excitatory drive) que mandan las motoneuronas del tallo cerebral. Debido a que 

esta maniobra genera el ritmo de la locomoción, al protocolo experimental se le 

conoce como de locomoción ficticia. 

 

En el presente trabajo nos preguntamos si es este el mecanismo que usan 

las neuronas de los núcleos de salida de los GB para participar en el control de 

diversos procesos motores estereotipados como la locomoción, el nado, la 

masticación, etc. En este caso, la fuente de la entrada excitadora sería el 

subtálamo. Así, postularíamos, no sólo que ambos modelos pueden congeniar, 

sino que podríamos también proponer que las oscilaciones patológicas son tan 

sólo una exageración de mecanismos ya presentes de manera fisiológica. Es por 

esto que este estudio se realiza con tejido de animales normales. 
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Capitulo 3 
 
 
Antecedentes 
 
3.1 Ganglios basales 
 
En los roedores los ganglios basales (GB) incluyen al neoestriado (NSt), al núcleo 

subtalámico (NST), al núcleo entopeduncular (NEp), al globo pálido (GP), a la 

subtantia nigra reticularis (SNr) y a la sustancia nigra compacta (SNc). El estriado 

y el núcleo subtalámico reciben proyecciones excitadoras glutamatérgicas 

provenientes de la corteza cerebral y forman los dos núcleos de entrada a los 

ganglios basales (Albin et al., 1989; Smith et al., 1998). La salida de los ganglios 

basales, es a través del NEp y de la SNr (ver Fig.1) que en conjunto se denominan 

“los núcleos de salida” (SNr/NEp) (Fig. 1). Esta salida es inhibidora y proyecta al 

tálamo y al tallo cerebral (Albin et al., 1989; Boraud et al., 2002; Mink, 1996; Smith 

et al., 1998; Takakusaki et al., 2004). 

 

A partir de datos anatómicos, el modelo más utilizado en los últimos 20 

años sobre el funcionamiento de los GB es el modelo de “tasa de disparo” (rate 

model) donde la salida del neoestriado llega a los núcleos de salida mediante dos 

vías: 1) la “vía directa” o estrio-nigral que va del NSt a los núcleos de salida, 

NSt→(SNr/NEp) y que es inhibidora (Fig. 1), y 2) la “vía indirecta”, que también se 

origina en el NSt pero hace relevos en el GP y el NST para terminar en los mismo 

núcleos: NSt→GP→NST→(SNr/NEp) (Albin et al., 1989; Smith et al., 1998). En el 

caso de la vía indirecta, la última sinapsis, dada por la vía que va del subtálamo a 

los núcleos de salida (NST→SNr/NEp), es excitadora. 

 

De esta forma, las vías directa e indirecta ejercen influencias inhibidoras y 

excitadoras sobre SNr/NEp, respectivamente. Del balance de ambas depende la 
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salida hacia los circuitos cortico-talámicos que dan origen a los movimientos 

voluntarios. 

 

Ambas vías tienen su origen en el NSt, pero se encuentran constituidas por 

dos poblaciones neuronales distintas. La población que da origen a la vía directa 

esta constituida por neuronas espinosas medianas de proyección GABAérgicas 

que sintetizan dinorfina y sustancia P. Esta población expresa abundantes 

receptores dopaminérgicos de la clase D1 (Gerfen et al., 1995; Kita y Kitai, 1988; 

Le Moine et al., 1990; Yoshida y Precht, 1971). Estas neuronas inhiben 

directamente, de ahí el nombre, el disparo tónico de los núcleos de salida 

(SNr/NEp) que son también inhibidores. Lo que da origen a una doble inhibición en 

serie. Cuando el NSt se activa se inhiben los núcleos de salida (SNr/NEp) lo que 

desinhibe (“deja actuar” o facilita) a los circuitos tálamo-corticales de los 

movimientos. 

 

La población que da origen a la vía indirecta está constituida por neuronas 

espinosas medianas de proyección GABAérgicas que sintetizan encefalinas (Albin 

et al., 1989; Kita y Kitai, 1988). Poseen abundantes receptores de la clase D2 

(Bouthenet et al., 1991; Gerfen et al., 1990; Gerfen et al., 1995; Waszczak et al., 

1998). Estas neuronas inhiben a las neuronas inhibidoras del GP. Así es que la 

doble inhibición se ejerce sobre el NST. Que en caso de ser “desinhibido” o 

liberado de la inhibición tónica del GP, excita a SNr/NEp (Fig.1). En esta tesis nos 

interesa estudiar la vía subtálamo-nigral (NST→NSr) excitadora, último relevo de 

la vía indirecta. 

 

La visión de las dos vías ha recibido respaldos y refutaciones. En todo caso, 

ha recibido numerosas enmiendas, a saber: 

 

1) el NST proyecta de vuelta al GP formando un circuito recíprocamente 

conectado entre neuronas inhibidoras (GP) y excitadoras (NST) (Bevan et al., 

2002; Plenz y Kitai, 1999) (Fig. 1) que da origen a un “Generador Central de 
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Patrones Temporales de Disparo” (Central Pattern Generator) que en condiciones 

fisiológicas generaría el disparo rítmico en algunas neuronas para realizar actos 

motores estereotipados como la locomoción o la masticación, pero que en 

condiciones patológicas generaría temblor y rigidez, de acuerdo a un segundo 

modelo en boga para explicar el funcionamiento de los GB y la enfermedad de 

Parkinson denominado el “modelo oscilatorio” (oscillatory model) (Bergman et al., 

1994; Bevan et al., 2002; Hutchison et al., 2004; Plenz y Kitai, 1999; Ruskin et al., 

1999, 2003; Walters et al., 2007). 

 

2) El NST recibe entradas excitadoras directas de la corteza (Cx), dando 

lugar a una segunda “vía directa”: Cx→NST→SNr/NEp. Acción excitadora que 

muestra que el balance excitador/inhibidor sobre los núcleos de salida está dado 

por la competencia entre las actividades del NSt y el NST (Fig. 1). Pero mientras el 

NST tiene pocas neuronas, cada una de ellas dispara tónicamente e inerva a 

muchas neuronas de SNr/NEp; los comandos corticales sólo cambian su tasa de 

disparo. En contraste, el NSt es silente, sólo dispara cuando hay un comando 

cortical. 

 

3) El GP da una fuerte proyección inhibidora a SNr/NEp, dando origen a 

una segunda “vía indirecta” inhibidora (Fig. 1). ¿Cuál de todas estas vías 

predomina y en que circunstancias? No se sabe. 

 

4) Aunque la mayor parte de la dopamina cerebral se halla en el NSt 

(Prensa y Parent, 2001), ya no se piensa que éste sea el único blanco de las 

neuronas dopaminérgicas de la SNc. Se han acumulado evidencias de que 

colaterales axónicas de neuronas dopaminérgicas, así como receptores a 

dopamina, están presentes en otros núcleos de los GB tales como el GP, el NST y 

los núcleos de salida (Augood et al., 2000; Brown et al., 1979; Hassani et al., 

1997; Prensa y Parent, 2001) (Fig. 1). Así, la acción dopaminérgica no puede 

verse ya como el resultado de la segregación de dos clases de receptor en dos 

únicas vías. 
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Figura 1. Esquema actualizado de 

la organización anatomo-funcional 
de los ganglios basales. El estriado 

(NSt) recibe la proyección excitadora 

glutamatérgica cortical (Cx) y a su vez 

manda proyecciones a los núcleos de 

salida: la sustancia negra reticular 

(SNr) y el núcleo entopeduncular 

(NEp) (SNr/NEp en el esquema), a 

través de: una vía directa GABAérgica 

(NSt→SNr/Nep) y otra indirecta que 

tiene como relevos al globo pálido 

(GP) y al núcleo subtalámico (NST) 

(NSt→GP→NST→SNr/NEp). En azul 

las vías GABAérgicas y en verde las 

glutamatérgicas. Los núcleos de salida 

(SNr/NEp) envían su proyección 

GABAérgica a los núcleos talámicos. 

Los núcleos talámicos proyectan a las 

cortezas premotora y motora con las que tienen conexiones recíprocas (no se muestran) que 

constituyen circuitos de excitación recurrente (o reverberantes) denominados circuitos tálamo-

corticales encargados de ejecutar y sostener movimientos voluntarios y aprendidos. El balance 

entre la inhibición de la vía directa (NSt→SNr/NEp) y la excitación de la vía indirecta 

(NST→SNr/NEp) decide la influencia de los GB sobre los movimientos. Otras vías descubiertas 

posteriormente son: STN↔GP, Cx→STN y GP→SNr/NEp. La información motora procesada en la 

corteza y el tálamo también regresa al NSt a través de proyecciones glutamatérgicas, así que los 

circuitos completos que comienzan y regresan a la corteza a través de los ganglios basales se 

denominan asas cortico-basales. Una vez procesados, los comandos motores de Cx se dirigen a 

las motoneuronas (vía piramidal), o bien desde SNr/NEp se envían proyecciones a núcleos 

mesencefálicos (núcleo pedúnculo pontino, NPP; colículo superior, CS; y formación reticular, FR) 

del TC que dan origen a vías descendentes encargadas de regular tono muscular, postura y 

equilibrio (vía extra-piramidal). Núcleos que componen a los GB (marco azul claro). Por último, las 

neuronas dopaminérgicas de la SNc (amarillas) inervan varios núcleos de los GB. Receptores 

dopaminérgicos de ambas clases, también se encuentran en varios de estos núcleos. 

 

 

Instituto de Fisiología Celular-UNAM. México, D. F. 15



Antecedentes 

3.1.1 La vía subtálamo-nigral 
 
La vía subtálamo-nigral, último relevo de la vía indirecta, esta constituida por el 

NST y la SNr. Esta vía es de naturaleza excitadora glutamatérgica (Fig.1). En 

condiciones patológicas (como en la enfermedad de Parkinson) se nota un 

aumento en la actividad rítmica de las neuronas del NST. Lo que facilita el disparo 

de las neuronas de los núcleos de salida (SNr/NEp). El exceso en la actividad de 

salida da como resultado una inhibición de los circuitos cortico-talámicos 

encargados del movimiento dando como resultado la hipocinesia (ver Fig.8) 

(Bergman et al., 1994; Levy et al., 2000). 

 
3.1.2 Núcleo subtalámico 
 
El NST, constituido por neuronas glutamatérgicas de proyección (Chang et al., 

1983; Kita et al., 1983a; Nakanishi et al., 1987) tiene una aferencia de la Cx 

(Canteras et al., 1990) excitadora y glutamatérgica (Fujimoto y Kita, 1993). Recibe 

una importante entrada de naturaleza inhibidora tónica que se origina en el GP y 

que usa al GABA como transmisor (Kita et al., 1983b). Recibe además una 

proyección glutamatérgica proveniente del núcleo parafascicular del tálamo (Féger 

et al., 1994; Mouroux et al., 1995). 

 

Diversos estudios (Chang et al., 1984; Hammond y Yelnik, 1983; Hazrati y 

Parent, 1992; Kita et al., 1983a; 1983b; Kita y Kitai, 1987) han mostrado en la rata 

que el NST proyecta al globo pálido (GP), al núcleo entopeduncular (NEp) y a la 

sustancia negra reticular (SNr), a través de axones que se bifurcan, 

proporcionando colaterales a todos estos núcleos (Fig. 2), de tal manera que una 

misma neurona ejerce su influencia en paralelo sobre varios núcleos. Debido a las 

conductancias iónicas intrínsecas de sus neuronas, estas exhiben actividad 

espontánea de tipo marcapaso. Esta actividad proporciona una entrada excitadora 

tónica que determina en gran medida el disparo de las neuronas de los núcleos 

blanco: GP, NEp y SNr (Robledo y Féger, 1990). Así, el NST controla tónicamente 

la actividad de los núcleos de salida de los ganglios basales. 
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Figura 2. El núcleo subtalámico proyecta a varios núcleos de los ganglios basales. A) 

esquema de un corte sagital del cerebro de rata, donde se muestra a los núcleos que componen a 

los ganglios basales en esta especie (estriado: NSt, globo pálido: GP, núcleo entopeduncular: NEp, 

núcleo subtalámico: NST, sustancia negra reticular: SNr y compacta: SNc). Obsérvese que el NST 

(en verde) proyecta hacia el GP, NEp y a la SNr (estos dos últimos, son los núcleos de salida de 

los ganglios basales). B) después del registro electrofisiológico intracelular de las neuronas del 

NST, se marcó a la neurona (en verde) y posteriormente se dibujaron las proyecciones de la misma 

con ayuda de una cámara lúcida. La misma neurona del NST manda proyecciones al GP, NEp y a 

la SNr. Ilustración tomada de Kita et al., 1983a. 

 

El aumento en la actividad rítmica de las neuronas del NST, es lo que provoca la 

facilitación de las neuronas de los núcleos de salida (SNr/NEp) que a su vez 

inhiben a los circuitos cortico-talámicos del movimiento, su actividad genera 

hipocinesia (ver Fig.8) (Bergman et al., 1994; Levy et al., 2000). Por ésto se han 

usado ablaciones y lesiones del NST (Bergman et al., 1990), así como la 

reducción de su actividad mediante la estimulación de alta frecuencia (Benazzouz 

et al., 2000; Limousin et al., 1998; Pralong et al., 2002; Windels et al., 2003), para 

intentar revertir la hipocinesia de la enfermedad de Parkinson. 
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El NST recibe proyecciones de la SNc inmuno-reactivas a tirosina 

hidroxilasa (TH; enzima limitante en la síntesis de la dopamina) (Augood et al., 

2000; Brown et al., 1979; Hassani et al., 1997; Prensa y Parent, 2001). También 

se ha detectado, en las neuronas del NST, la presencia de RNAm que codifica 

para los receptores dopaminérgicos (ver Fig. 3; D1, D2, D3 y D5) (Baufreton et al., 

2003; Bouthenet et al., 1991; Flores et al., 1999; Mansour et al., 1992). Estos 

hallazgos sugieren que la dopamina puede ejercer una influencia sobre la 

actividad de las neuronas del NST (Hassani et al., 1996; 1997; Hassani y Féger, 

1999; Kreiss et al., 1996; Ni et al., 2001; Zhu et al., 2002). Así, Baufreton y 

colaboradores (2003), mostraron que la dopamina facilita el disparo de las 

neuronas del NST incrementando la duración de un tren de potenciales de acción 

en respuesta a un estímulo. Este efecto parece ser mediado por un receptor de la 

clase D1, probablemente por el receptor tipo D5 (Fig.3). Por último, se ha sugerido 

que los receptores dopaminérgicos expresados por las neuronas del NST no sólo 

actúan en la membrana postsináptica somatodendrítica si no que también puedán 

ser transportados a las terminales sinápticas como sucede en otras sinapsis (Aiso 

et al., 1987) y así controlar la liberación del neurotransmisor en las proyecciones 

que llegan a los núcleos de salida y el GP (ver Fig.3). Esta es una de las hipótesis 

que tratamos de demostrar en esta tesis. Un reporte previo (Ibáñez-Sandoval, 

2003 tesis de Maestría), mostró la participación de los receptores de la clase D2 

sobre la transmisión subtálamo-nigral. En la presente tesis agregamos la 

participación de los receptores D1 (los Resultados de ambas están publicados. 

Ver trabajo adjunto Ibañez-Sandoval et al., 2006) 

 

3.1.3 Sustancia negra reticular 
 
El blanco de la proyección del NST es la SNr. Las neuronas de la SNr proyectan a 

los circuitos cortico-talámicos que controlan los movimientos y a los núcleos del 

tallo cerebral tales como el núcleo pedúnculo pontino, NPP; el colículo superior, 

CS; y la formación reticular, FR (Jiang et al., 2003; Smeets et al., 2000; 

Takakusaki et al., 2004; Tsumori et al., 2002) (ver Fig.1). La SNr ejerce una 
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inhibición tónica sobre sus blancos, de forma que un movimiento significa 

“escaparse” de dicha inhibición, lo que se logra cuando la vía directa (NSt→NSr) 

inhibe sus neuronas (Fig. 1). 

 

Sus neuronas son GABAérgicas de proyección, la mayoría de las cuales es 

inmunoreactiva a la proteína quelante de calcio parvalbúmina (PV). Las neuronas 

de la SNr expresan las conductancias iónicas intrínsecas que las habilitan para 

generar un disparo tónico o de marcapaso. Esto produce la inhibición tónica sobre 

los circuitos cortico-talámicos de los movimientos (Fig. 1). 

 

 

 

Figura 3. Acción dopaminérgica sobre las neuronas del NST. Aa) El agonista dopaminérgico 

(SKF 81297), selectivo para receptores de la clase D1, aumenta la meseta despolarizante de calcio 

y el disparo en una neurona del núcleo subtalámico. Ab) Productos de scRT-PCR: RNAm que 

codifica para el receptor dopaminérgico D5 (clase D1) en una neurona del NST. B) productos de 

RT-PCR que indican la presencia de RNAm para los receptores D1, D2 y D3 en el NST y la corteza 

frontal (CF). C) esquema que muestra la vía subtálamo-nigral y la posible ubicación de los 

receptores dopaminérgicos presinápticos en esta vía. Modificado de Baufreton et al., 2003 (Aa y 

Ab) y Flores et al., 1999 (B). 
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Las neuronas del NSt de la vía directa (Chevalier y Deniau, 1990; Smith y 

Bolam, 1989) y las del GP (Fig. 1) producen inhibición sobre la SNr (Bevan et al., 

1996), la cual converge con la excitación del núcleo subtalámico (Albin et al., 

1989; Hammond and Yelnik., 1983; Kita y Kitai, 1987; Nakanishi et al., 1987, 

Bevan et al., 1994a; 1994b; Shink et al., 1996) (Fig.1). La aferencia que llega del 

NSt a la SNr conserva la organización topográfica de la aferencia cortical que llega 

al NSt (Deniau et al., 1996; Mailly et al., 2001; Mailly et al., 2003). Las neuronas de 

la SNr proyectan a los circuitos tálamo-corticales (Benazzouz et al., 2000; François 

el al., 2002; Kha et al., 2001; Tsumori et al., 2002) encargados de producir los 

movimientos voluntarios (Tsumori et al., 2002). La salida cortical motora hacia la 

médula espinal en el primate puede proyectar en una pequeña proporción hacia 

motoneuronas encargadas de los movimientos de las manos y los dedos. El 

modelo oscilatorio de la enfermedad de Parkinson postula que la SNr genera la 

salida de un CPG (central pattern generator) patológico que presenta oscilaciones 

en forma de ráfagas rítmicas que al influir sobre los circuitos cortico-talámicos 

producen el temblor en reposo (Bergman et al., 1994). Las ratas parkinsonianas 

presentan temblor en sus mandíbulas (Salamone et al., 1998). La SNr también 

proyecta al tallo cerebral donde están los núcleos que generan los movimientos 

involuntarios, posturales, del equilibrio y el tono muscular (Mori, 1987; Rossignol, 

1996; Takakusaki et al., 2004). La salida hacia el CS esta relacionada con el 

movimiento del cuello y de los ojos - nistagmo (Jiang et al., 2003). Al perderse la 

salida inhibidora de la SNr sobre la FR, se generaría rigidez. 

 

El signo que indica que una neurona posee actividad intrínseca de 

marcapaso, es una zona de conductancia con pendiente negativa (ZCPN) en la 

relación corriente voltaje (curva I-V) realizada en fijación de voltaje. La ZCPN es 

producida generalmente por corrientes entrantes sostenidas acompañadas por 

alguna de las conductancias catiónicas de tipo marcapaso (HCN o Ih) (Fig. 4c) 

(Hsiao et al., 1998; Lee y Heckman, 1998). Cuando la ZCPN está presente en las 

neuronas, las señales sinápticas pueden producir potenciales en meseta de larga 

duración y disparo en ráfagas sobrepuesto a estas. Estas respuestas superan en 
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mucho la duración de la entrada sináptica que lo origina. Los receptores sinápticos 

encargados en generar mesetas son los del tipo NMDA propios de muchas 

sinapsis excitadoras, como la subtálamo-nigral (Guertin y Hounsgaard, 1998; Hell 

et al., 1996; Lo y Mize, 2000) (ver Fig.4b). La activación del receptor NMDA 

también puede generar propiedades marcapaso en neuronas que no la tenían 

(marcapaso condicional) (Vergara et al., 2003) o amplificar el comportamiento bi-

estable del potencial de membrana en neuronas que son marcapasos constitutivos 

(Beurrier et al., 1998; Hsiao et al., 1998; Russo y Hounsgaard, 1994). La 

consecuencia principal de la ZCPN es la inducción de oscilaciones espontáneas 

en el potencial de membrana generando disparo en ráfagas rítmicas (Guertin y 

Hounsgaard, 1998; Hsiao et al., 1998; Russo y Hounsgaard, 1994). 

 

Las oscilaciones rítmicas en el potencial de membrana que presentan 

algunas neuronas pueden registrarse en las motoneuronas o las raíces ventrales 

durante la locomoción (Brownstone et al., 1994; Gordon y Whelan, 2006; Guertin y 

Hounsgaard, 1998; Grillner, 2003; Hsiao et al., 1998; Kiehn, 2006; Wallén y 

Grillner, 1987), alternándose las motoneuronas que inervan flexores y extensores, 

lado derecho e izquierdo, de manera estereotipada. Por otro lado, el 

mantenimiento de estados despolarizados prolongados puede observarse en los 

músculos antigravitatorios durante el mantenimiento de la postura en los 

mamíferos (Kiehn y Eken, 1998). 

 

La actividad oscilatoria observada durante la marcha (o la masticación, el 

nado, la deglución, etc.) puede ser inducida in vitro, en preparaciones de médula 

espinal aislada (o de tallo cerebral) de varias especies (lamprea, tortugas, 

cobayos, ratas, ratones, etc.), para lo cual basta adicionar NMDA al baño de 

superfusión. Es sorprendente la similitud entre el ritmo que se obtiene in vivo con 

el animal caminando y el que se obtiene in vitro, ya sin músculos y vías 

descendentes (Gordon y Whelan, 2006; Guertin y Hounsgaard, 1998; Kiehn, 

2006). Se piensa que la acción del NMDA es la de sustituir la entrada excitadora 

tónica que los circuitos de la médula espinal tienen in vivo, tales como las vías 
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descendentes vestíbulo y retículo espinales (Gordon y Whelan, 2006). Esto basta 

para echar a andar a los CPGs (módulos autosuficientes) encargados de estas 

tareas motoras. 

 

Debido a que el ritmo obtenido de las motoneuronas in vitro es muy similar 

al obtenido in vivo, pero sin la activación muscular correspondiente, al protocolo 

que lo produce se le ha denominado de locomoción ficticia (Alford et al., 2003, 

Arshavsky, 2003; Bertrand y Cazalets, 1999; Cazalets et al., 1995; Grillner, 2003; 

Gordon y Whelan, 2006; Guertin y Hounsgaard, 1998; 1998a; 2006; Hochman et 

al. 1994; Kiehn, 2006; Tell y Jean, 1993; Vergara et al., 2003; Wallén y Grillner, 

1987). Cuando además de NMDA se agrega serotonina (5HT), dopamina, 

noradrenalina u otro transmisor modulador, o sus agonistas para activar, además 

de los receptores sinápticos ionotrópicos, los receptores acoplados a proteínas G 

(metabotrópicos), la locomoción ficticia puede ser modulada en frecuencia, 

duración de las fases de despolarización, intensidad, etc. (Alford et al., 2003; 

Gordon y Whelan, 2006; Guertin y Hounsgaard, 1998; Hsiao et al., 1998). 

Mediante métodos de fluorescencia e imágenes, registros de fijación de voltaje y el 

uso de ratones transgénicos, se ha logrado identificar muchas de las neuronas 

que forman parte de los CPGs que generan los ritmos (Gordon y Whelan, 2006; 

Kiehn, 2006). 

 

Una hipótesis sostiene que los generadores centrales de patrones 

temporales de disparo o central pattern generators (CPG) (Alford et al., 2003; 

Gordon y Whelan, 2006; Grillner y Zangger, 1984; Kiehn, 2006; Rossignol et al., 

2006) pueden sostener actividad oscilatoria por mucho tiempo sin necesidad de 

entradas aferentes. Muchos circuitos telencefálicos generan actividad oscilatoria 

espontánea in vitro en forma de ráfagas, al aplicárseles el protocolo de locomoción 

ficticia (Beurrier et al., 1998; O´Donnell, 2003; Tseng y O´Donnell, 2004; Tseng et 

al., 2006; Vergara et al., 2003 y la presente tesis – ver más adelante). Algunos de 

los núcleos de los ganglios basales, presenta actividad oscilatoria espontánea in 
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vitro aun sin aplicársele ningún fármaco (Bevan et al., 2002; Cossart et al., 2005; 

Sanchez-Vives y McCormick, 2000; Vergara et al., 2003; Yuste et al., 2005). 

 

Las neuronas GABAérgicas de la SNr, in vitro, presentan actividad 

espontánea, sobretodo de tipo tónico (Atherton y Bevan, 2005; Richards et al., 

1997; Yanovsky et al., 2005). Esta actividad es muy similar a la hallada in vivo 

(Góngora-Alfaro et al., 1997; Hajós, y Greenfield, 1994; Yuan et al., 2004). Pero 

además, estas neuronas pueden presentar oscilaciones en el potencial de 

membrana y disparo en ráfagas, pues las neuronas de la SNr están involucradas 

en el control de diversas conductas estereotipadas tales como la masticación, 

movimientos del cuello y de los ojos, nistagmo, locomoción y tono muscular, entre 

otros (Jiang et al., 2003; Salamone et al., 1998; Takakusaki et al., 2003; 2004) 

(Fig.4a). 

 

En condiciones patológicas, el circuito GP-NST-SNr presenta actividad 

oscilatoria en ráfagas a una frecuencia de 10 – 25 Hz (Bergman et al., 1994; 

Bevan et al., 2002; Plenz y Kitai, 1999). El modelo oscilatorio de la fisiopatología 

de la enfermedad de Parkinson postula que esta actividad se torna patológica 

cuando un número exagerado de neuronas se enganchan a la oscilación sin 

quedar neuronas disponibles para realizar los movimientos voluntarios (Bevan et 

al., 2002; Bergman et al., 1994; Galarraga et al 1987; Hutchison et al., 2004; 

Kreiss et al., 1996; Levy et al., 2000; Magill et al., 2001; Salamone et al., 1998; 

Tang et al., 2001). El modelo de tasa de disparo (Albin et al., 1989; Mink, 1996; 

Smith et al., 1998) (Figs. 1 y 5) y el modelo oscilatorio para explicar la enfermedad 

de Parkinson son actualmente incompatibles. El modelo de tasa de disparo 

postula que esta enfermedad es el resultado del desbalance entre las vías directa 

e indirecta que proyectan a los núcleos de salida (SNr/NEp) (Fig. 5). Así, la vía 

indirecta estaría sobrexcitada haciendo que la conexión subtálamo nigral produzca 

una exagerada facilitación de SNr/NEp lo que se traduciría en una sobreinhibición 

de los circuitos tálamo-corticales de los movimientos, dando lugar a la hipocinesia. 

El problema es que los registros en monos y en pacientes parkinsonianos no 
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muestran tal sobrexcitación en los núcleos de salida. Lo que muestran es disparo 

rítmico en ráfagas, de ahí que el modelo oscilatorio postule que es la aparición de 

los central pattern generators patológicos la causa del temblor, la rigidez y la 

hipocinesia. En la presente tesis pusimos a prueba ambos modelos, pues 

reproducimos, in vitro, los cambios predichos por el modelo tasa de disparo 

(sobrexcitación de la vía indirecta e inhibición de la directa), y estudiamos cuál de 

los patrones de disparo predichos por estos modelos, aparecía en las neuronas de 

salida (SNr).  
 

 

Figura 4. Registro extracelular e intracelular 

de neuronas GABAérgicas de la sustancia 
negra reticular en ratón y rata. A: Se muestra 

el curso temporal de la frecuencia de disparo de 

una neurona GABAérgica de la SNr del ratón. La 

adición de 10 µM de bicuculina, un antagonista 

de los receptores GABAA (barra negra), produce 

oscilaciones en la frecuencia de disparo (Yuan 

et al., 2004). B: Un pulso breve de corriente 

despolarizante que sólo produce una espiga en 

condición control (izquierda), induce una meseta 

despolarizante con disparo repetitivo en 

presencia de 10 µM de NMDA (en medio). El 

efecto es reversible (derecha). C: trazos de 

corriente ante comandos de voltaje 

despolarizantes e hiperpolarizantes (izquierda) y 

la relación I-V que de ellos se obtiene (derecha). 

Nótese que la curva I-V muestra una zona de 

conductancia con pendiente negativa (ZCPN), lo 

que sugiere que las neuronas de la SNr poseen 

propiedades oscilatorias intrínsecas para poder 

ser marcapasos endógenos (Ibáñez-Sandoval et al., 2006). 
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Figura 5. Modelos fisiopatológicos de 
la enfermedad de Parkinson. A. 

Modelo de tasa de disparo (rate model). 

El exceso de actividad de la vía 

indirecta (flecha roja gruesa excitadora 

que emerge del subtálamo: STN) y la 

reducción en la actividad de la vía 

directa (flecha azul delgada inhibidora 

que emerge del NSt: Striatum) predice 

una sobrexcitación de los núcleos de 

salida (GPi/SNr: flecha azul gruesa) lo 

que sobreinhibe a los circuitos tálamo-

corticales de los movimientos. Esta 

actividad aumentada de las neuronas 

de la SNr y el GPi no se observa, ni en 

monos ni en pacientes parkinosnianos. 

B. Modelo oscilatorio. La ausencia de 

dopamina produce (no se explica 

como) la aparición de CPGs 

patológicos que dan lugar a 

oscilaciones neuronales antikineticas 

(flechas rojas de Cx a los GB y viceversa). Estos CPGs enganchan a la población neuronal que se 

vuelve incapaz de responder a comandos motores caracterizados por altas frecuencias (gamma) 

(flecha delgada). Este disparo sí se encuentra en los pacientes pero no se sabe como se genera. 

Actualmente, ambos modelos son incompatibles. Tomado de Hutchison et al (2004). 

 

3.2 La dopamina y sus receptores 
 
La dopamina es una catecolamina como la adrenalina y la noradrenalina, que al 

interactuar con sus receptores acoplados a proteínas G, activan a diversas 

cascadas de señalización (Hedin et al., 1993; Missale et al., 1998; Savarese et al., 

1992). Los receptores dopaminérgicos pertenecen a la superfamilia de receptores 

de siete dominios transmembranales (7TM) que están acoplados a proteínas G 

(GCRs) (Fig. 6B). Actualmente se sabe que hay dos clases o familias (Fig. 1) de 

estos receptores: D1 y D2 (Missale et al., 1998). Cada clase está compuesta de 

diversos subtipos con base en su homología. La clase D1 esta constituida por los 
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subtipos D1 y D5 (Monsma Jr et al., 1990; Tiberi et al., 1991), los cuales activan a 

la adenilil ciclasa a través de proteínas Gα(s/olf) estimulando la formación de 3´,5´-

monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) (Kebabian y Calne, 1979). La clase D2 

está constituida por el subtipo D2 con dos isoformas D2L y D2S (Giros et al., 1989; 

Monsma Jr et al., 1989), el subtipo D3 (Sokoloff et al., 1990) y el subtipo D4 (Van 

Tol et al., 1991). Estos receptores inactivan a la adenilil ciclasa mediante proteínas 

Gαi/o disminuyendo así la formación de AMPc (Kebabian y Calne, 1979). Sin 

embargo, muchas otras vías de señalización se conocen para ambas clases de 

receptor (Brami-Cherrier et al., 2002; Hernández-López et al., 2000; Lee et al., 

2004; Neve et al., 2004; Nishi et al., 1997; Trantham-Davidson, et al., 2004), por lo 

que sus efectos pueden ser de corto, mediano y largo plazo, cambiando la manera 

en que las neuronas disparan y responden a las entradas sinápticas cuando las 

cadenas de señalización modifican el accionar de los canales iónicos (Florezco et 

al., 2001; Hernández-López et al., 1997; Hernández-López et al., 2000; Tseng y 

O´Donnell, 2004). 

 

Los procesos psicofísicos que la dopamina modula son muchos, tales como 

la actividad motriz, la sensación de recompensa, la atención a estímulos 

sorpresivos (salient o relevantes), las emociones y los procesos cognoscitivos, en 

particular la memoria de trabajo (Castner et al., 2004; Castner y Goldman-Rakic, 

2004; Goldman-Rakic et al., 2004; Missale et al., 1998; Rao et al., 2000; 

Sawaguchi y Goldman-Rakic, 1991; Wang et al., 2004). 

 

La dopamina se sintetiza a partir del aminoácido tirosina. La enzima tirosina 

hidroxilasa (TH), hidroxila a la tirosina dando lugar a la dihidroxifenilalanina 

(DOPA). La DOPA es descarboxilada en una reacción catalizada por la DOPA 

descarboxilasa de aminoácidos aromáticos (AADC, por sus siglas en inglés; ver 

Cooper et al., 1996) para formar a la dopamina (Fig.6A). 

 

La enfermedad de Parkinson aparece cuando hay disminución en la 

secreción de dopamina. Los estados sicóticos como la esquizofrenia se han 
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correlacionado con un exceso o disfunción en las acciones dopaminérgicas 

(Hornykiewcz, 1973; Meltzer y Stahl, 1976; Sandor, 1993). Pero muchos otros 

síndromes motores, psiquiátricos y neuroendocrinos, incluyendo la obesidad y el 

síndrome metabólico, han sido relacionados con disfunciones en las acciones 

dopaminérgicas (Egan y Weinberger, 1997; Fremeau et al., 1991; Kahn et al., 

1994; Missale et al., 1998). 

 

La participación de la dopamina en el control del movimiento se infiere a 

partir de datos clínicos o experimentales donde existe o se produce una lesión de 

la SNc (Albin et al., 1989; Hornykiewcz, 1973; Smith y Kieval., 2000). Esto ha 

demostrado su importancia en el funcionamiento de los ganglios basales y las 

cortezas premotoras que contienen la mayor parte de sus receptores en el cerebro 

(Fremeau et al., 1991; Golmand-Rakic et al., 2000; Lidow et al., 1991; Rogozinska 

y Skangiel-Kramska, 2005). También ha dejado claro su importancia en el 

procesamiento y la generación de las conductas motoras (Albin et al., 1989; 

Bergman et al., 1994; Crocker, 1997; Obeso et al., 2000; Smith et al., 1998; Smith 

y Kieval, 2000; Takakusaki et al., 2004). Sin embargo, a pesar de la abundante 

información bioquímica y molecular, así como la plétora de síndromes motores 

ocasionados por su ausencia, el encontrar claros correlatos fisiológicos a nivel 

celular (e. g., disparo neuronal, corrientes iónicas y sinápticas) y de circuitos (vg., 

disparo neuronal mientras los animales ejecutan tareas motoras) ha demostrado 

ser una tarea muy difícil. Sólo recientemente se han obtenido datos 

electrofisiológicos sobre las acciones de la dopamina a nivel celular (Hernández-

López et al., 2000) y de circuitos (Gao y Goldman-Rakic, 2001; 2003; Wang et al., 

2004). Esto es, la interfase fisiológica entre la bioquímica y la conducta es 

virtualmente nula. En esta tesis postulamos que sólo explicando las acciones de la 

dopamina o sus agonistas sobre el disparo celular o los eventos sinápticos 

podremos generar modelos que liguen la biología celular y la señalización de 

estos receptores con la conducta y la fisiología de sistemas. 
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Ya se mencionó que el NSt no es el único núcleo de los ganglios basales 

cuyas neuronas poseen receptores dopaminérgicos y reciben aferentes de la SNc. 

El NST y el GP (Smith y Kieval., 2000) también reciben aferentes dopaminérgicas 

y poseen receptores. Parte de la distribución conocida de los receptores 

dopaminérgicos dentro de los GB se muestra en la figuras 1 y 7. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Biosíntesis de la dopamina a partir del aminoácido tirosina (ver texto). A: En 

neuronas que usan a la dopamina como neurotransmisor, la descarboxilación de DOPA a 

dopamina es el paso final en la síntesis del transmisor. B: Estructura del receptor a dopamina. Se 

muestran el carboxilo (COOH) y el amino (NH2) terminales, los sitios de fosforilación (P), los 

dominios transmembranales 1-7 y las asas intracelulares (I2 y I3) y extracelulares (E1, E2, E3). 

Ilustración tomada de Missale et al., 1998. 
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Figura 7. Localización de 

los receptores a dopamina 
en los ganglios basales. 

Este diagrama muestra la 

localización de los cinco 

subtipos de receptor a 

dopamina en diversos núcleos 

de los ganglios basales según 

estudios de hibridización in 

situ, RT-PCR e 

inmunocitoquímica. Las 

interrogantes para los 

receptores D2 en las 

terminales cortico-estriatal y 

D2, D3, D1 y D5 para las 

terminales subtálamo-palidal y 

subtálamo-nigral indica que su 

presencia aún es 

controvertida. Los círculos en 

verde y sus proyecciones son de naturaleza glutamatérgica, mientras que los azules son de tipo 

GABAérgico. El círculo y su proyección en amarillo muestra la vía dopaminérgica. Las abreviaturas 

son las mismas que se definieron anteriormente en el texto. Augood et al., 2000; Baufreton et al., 

2003; Bouthenet et al., 1991; Choi et al., 1995; Defagot et al., 1997; Flores et al., 1999; Fremeau et 

al., 1991; Gehlert et al., 1992; Giros et al., 1989; Mansour et al., 1992; Matsumoto et al., 1996; 

Mrzljak et al., 1996; Rivera et al., 2002; Sokoloff et al., 1990. 

 

En el presente trabajo de tesis estudiamos las propiedades de oscilación y 

de disparo de las neuronas de la SNr aplicando el protocolo de locomoción ficticia 

el cual simularía el exceso de excitación de la vía indirecta, que postula el modelo 

tasa de disparo. La hipótesis es que ésto ocasionaría, agudamente, en tejido 

normal, una actividad oscilatoria en las neuronas de la SNr. Con esto proponemos 

el primer acercamiento entre el modelo, de tasa de disparo y el oscilatorio. 
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Figura 8. Modelo de tasa de 
disparo (rate model) para 
explicar la fisiopatología de la 
enfermedad de Parkinson 
debida a una disminución de 
dopamina. El decremento de 
dopamina en los GB produce un 
incremento en la inhibición sobre 
el GP a través de las neuronas 
que componen la vía indirecta, 
que estarían hiperexcitables por la 
ausencia de la dopamina, que 
actuando sobre el receptor D2, 
controlaba de manera negativa la 
excitabilidad de estas neuronas 
en situación control. A su vez, el 
NST desinhibido por la falta de 
actividad del GP produce un 
incremento en la salida excitadora 

sobre los núcleos de salida (SNr/NEp). Por otro lado, el decremento de dopamina, que al activar los 
receptores D1 facilita en situación control a las neuronas de la vía directa, dejaría a las neuronas de esta vía 
hipoexcitables (línea delgada), lo que aumentaría aun más la actividad de los núcleos de salida (SNr/NEp) 
que ya no serían inhibidos. Los problemas que tiene este modelo al contrastarlo con los nuevos datos 
experimentales se explican en el texto. Sólo mencionaremos que ni la actividad el GP se ve disminuída ni la 
de la SNr se ve aumentada. Lo que se observa es un aumento de la actividad oscilatoria en ambos núcleos 
así como en el NST. 
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Capitulo 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hipótesis 
 
 
1.- Las clases de receptor a dopamina D1 y D2 controlan, la 

transmisión glutamatérgica subtálamo-nigral a nivel presináptico. 

 

 

2. La inducción de los cambios fisiopatológicos propuestos por el 

modelo de tasa de disparo de la enfermedad de Parkinson ocasionará 

que las neuronas de la sustancia negra reticular generen disparo 

oscilatorio en ráfagas, tal y como propone el modelo oscilatorio de la 

misma enfermedad. 
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Objetivos 
 

1. Mediante técnicas histoquímicas e inmunocitoquímicas, mostrar que en 

nuestra preparación se conserva la vía glutamatergica subtálamo-nigral. 

Identificar a las neuronas de proyección de la SNr mediante la 

demostración de la presencia de parvalbúmina en las mismas. 

 

2. Determinar la naturaleza glutamatérgica de la transmisión subtálamo-

nigral. 

 

3. Explorar el efecto de la activación de receptores dopaminérgicos D1 y 

D2 sobre la transmisión glutamatérgica subtálamo-nigral. 

 

Metas. 

a) registrar corrientes postsinápticas de tipo excitador en las 

neuronas GABAérgicas de la sustantia nigra pars reticulata por 

estimulación del núcleo subtalámico. 

b) explorar el efecto del agonista de cada uno de los receptores 

de la clase D1 y D2 sobre las corrientes sinápticas excitadoras. 

 

4. Explorar si la modulación en la transmisión glutamatérgica se ejerce a 

nivel presináptico. 

 

Metas. 

a) registrar corrientes postsinápticas de tipo excitador en 

condiciones control y en presencia del agonista dopaminérgico 

(D1/D2) empleando el paradigma de los pulsos pareados. 

b) empleando el análisis de varianza, comprobar que el control 

que ejercen los agonistas dopaminérgicos se lleva a cabo nivel 

presináptico. 
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5. Determinar si la dopamina endógena activa los receptores D1 y D2 de 

las terminales subtálamo-nigrales. 

 

6. Explorar si el control que ejerce la dopamina a través de sus receptores 

D1 y D2 se lleva a cabo en una misma célula. 

 

7. Mostrar si el aumento de la actividad excitadora sobre las neuronas de 

la SNr, utilizando un protocolo similar al usado para generar locomoción 

ficticia en médula espinal (adicionando NMDA a la solución de registro), 

es capaz de inducir oscilaciones en el potencial de membrana, así como 

disparo en ráfagas, en las neuronas de la SNr. 

 

8. Mostrar si la reducción en la inhibición de las neuronas de la SNr es 

capaz de inducir oscilaciones en el potencial de membrana y disparo en 

ráfagas en las neuronas de la SNr. 

 

9. En caso de poder inducir las oscilaciones en el potencial de membrana 

así como disparo en ráfagas en las neuronas de la SNr, determinar qué 

conductancias iónicas son fundamentales para generar dicho patrón de 

disparo de las neuronas GABAérgicas de la SNr. 
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Capitulo 5 
 
 
Métodos 
 
 
5.1 Preparación del tejido cerebral para el registro 
electrofisiológico in vitro 
 
Los registros de corrientes sinápticas en neuronas de la sustancia negra reticular 

fueron realizados en rebanadas de cerebro de rata de 14 a 18 días de edad. Para 

la obtención de las rebanadas, se anestesian las ratas y se perfunden 

intracardiacamente con fluido cerebroespinal artificial cuya composición se 

muestra en la tabla 1. Durante la perfusión y la obtención de las rebanadas, el 

cloruro de sodio se sustituye por cloruro de colina (solución baja en sodio) para 

mejorar la viabilidad celular (Guzmán et al., 2003). Después de la decapitación, el 

cerebro se diseca inmediatamente y se sumerge en fluido cerebroespinal artificial 

(CSF) frío. Posteriormente se separan ambos hemisferios realizando un corte 

sobre la línea media. Usando como base la parte media de cada uno de los 

hemisferios, se colocan en un vibratomo (Pelco 101 Series 1000; Pelco, St. Louis, 

MO) en una orientación rostro-caudal para obtener rebanadas sagitales de 250-

300 µm de espesor. Las rebanadas que se emplean (cuatro en condiciones 

optimas) contiene al núcleo subtalámico (NST) y a la sustancia negra reticular 

(SNr). Las rebanadas seleccionadas visualmente se transfieren a un recipiente 

con CSF normal. La solución se mantiene en burbujeó constantemente con una 

mezcla gaseosa (O2: 95%, CO2: 5%) durante un período de una a dos horas antes 

del registro electrofisiológico. Las rebanadas se transfieren a una cámara de 

registro (volumen = 1.5 ml) fija a la platina de un microscopio (Eclipse, Nikon). Las 

rebanadas reciben un flujo constante de CSF normal (ver tabla 1) a una velocidad 

de 2 a 2.5 mililitros por minuto con burbujeo constante. Para provocar eventos 

sinápticos excitadores se coloca, con ayuda de un objetivo 10X (NA 0.3), un 

electrodo de estimulación bipolar concéntrico (50 µm de diámetro en la punta) en 
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el NST (la elección de la zona de estimulación se describe más adelante). 

Posteriormente, se selecciona la zona de registro en la SNr utilizando un objetivo 

de inmersión en agua (40X / NA 0.75). Mediante la técnica de videomicroscopia 

infrarroja (Stuart et al., 1993) se seleccionan las neuronas a registrar. La punta del 

electrodo de registro se sitúa en el soma de la neurona, para la realización del 

registro electrofisiológico con la técnica de patch clamp en la configuración de 

célula completa, descrita más adelante (Fig. 9). 

 

 

 

 
Figura 9. Esquema de la disposición experimental empleada para la obtención de los 

registros electrofisiológicos. A la izquierda se muestra el microscopio, en el centro una 

amplificación de la disposición experimental donde se muestra a los dos núcleos de interés: núcleo 

subtalámico (NST) y sustancia negra reticular (SNr). El electrodo de estimulación se posicionó 

dentro del NST y la respuesta sináptica fue registrada en el soma de una neurona GABAérgica de 

la SNr. A la derecha, la visualización de una neurona de la SNr empleando la técnica de 

videomicroscopia infrarroja. Abajo a la derecha, un registro de un potencial de acción típico de las 

neuronas GABAérgicas del mismo núcleo.  
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Tabla 1. Composición del fluido cerebroespinal artificial (CSF) y de la solución interna 
empleados en los registros electrofisiológicos (concentración en mM) 

 
 bajo sodio CSF *Interna

Colina-Cl 124.0 - -

NaCl - 124.0 10

KCl 2.5 2.5 -

MgCl2 1.3 1.3 2.0

NaHCO3 26.0 26.0 -

NaH2PO4 1.2 1.2 -

CaCl2 2.4 2.4 1.0

D-glucosa 10.0 10.0 -

KSO3CH3 - - 120.0

HEPES - - 10.0

EGTA/KOH - - 10.0

 
*ATP-Mg2+ (2 mM) y GTP (0.3 mM), se añadieron a la solución interna inmediatamente antes de 
cada experimento. 
 

5.2 Estimulación 
 
La vía subtálamo-nigral ha sido descrita en trabajos previos (Hammond et al., 

1983; Nakanishi et al., 1987; Kita y Kitai, 1987). Es de naturaleza excitadora y 

monosináptica. Las terminales de las neuronas glutamatérgicas del núcleo 

subtalámico ejercen una acción excitadora sobre las neuronas GABAérgicas de la 

sustancia negra reticular. 

 

La estimulación se realizó con un electrodo bipolar concéntrico de platino 

(FHC Inc., Bowdoinham, ME; de 50 µm en la punta y de 1 KΩ de resistencia) 

colocándose en la zona del núcleo subtalámico que mostró proyecciones axónicas 

hacia la SNr, la cual fue determinada con los experimentos de marcado 

anterógrado descritos más adelante (ver Fig. 12; “S”). Se utiliza un generador de 

pulsos (Digitimer DS2). Los pulsos son aplicados a una frecuencia de 0.1 Hz, 

sincronizando la estimulación y el registro a través de un estimulador adicional 

(Digitimer D4030). El registro de las corrientes sinápticas excitadoras se realiza en 
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presencia de 10 µM de bicuculina para bloquear los componentes contaminantes 

de tipo inhibidor GABAérgico. En estas condiciones, la probabilidad de encontrar 

la conexión entre las aferentes presinápticas del NST y una célula postsináptica 

(SNr) se incrementó al ~50%. Para confirmar la naturaleza excitadora del evento 

sináptico, al finalizar cada experimento se añaden los antagonistas de los 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos a AMPA/kainato (10 µM de CNQX) y a 

NMDA (50 µM de AP-5). El potencial de mantenimiento en todos los experimentos 

fue de -80 mV. 

 

El sitio de estimulación fue determinado de la siguiente manera: Cuando se 

posicionó el electrodo de estimulación fuera del NST no se provoca ningún evento 

sináptico en las neuronas GABAérgicas de la SNr. Sin embargo, cuando el 

electrodo de estimulación se posiciona dentro del subtálamo (NST) se puede 

provocar respuestas sinápticas en las neuronas de la SNr. No obstante, la 

probabilidad de tener la conexión entre la zona que estimulamos y la que 

registramos es muy baja (~12%). Por ello, recurrimos a marcar la vía con biocitina 

(Sigma-Aldrich, St Louis MO; 2% disuelta en solución salina fisiológica) (Vergara 

et al., 2003). Para esto, una pipeta con biocitina se posiciona dentro del núcleo 

subtalámico (NST) durante dos horas, en una rebanada cerebral viva y perfundida 

con CSF. Después, la pipeta se retira y la rebanada permanece perfundida con 

CSF por otras 6 horas. Posteriormente, las rebanadas cerebrales son fijadas por 

inmersión en una solución que contiene 4% de paraformaldehido y 1% de ácido 

pícrico durante toda la noche a 4°C. Después de fijadas, las rebanadas se lavan 

con una solución salina amortiguada de fosfatos de potasio (KPBS) durante 10 

minutos por tres veces. Esto quita el exceso de fijador. Al terminar de lavarse, las 

rebanadas se incluyen en agar al 7% y posteriormente se colocan en un vibratomo 

para obtener rebanadas de 60 µm de espesor en presencia de KPBS. Luego, las 

rebanadas se incuban en PBS que contiene 0.5% de H2O2 por 30 minutos para 

suprimir la actividad endógena de la peroxidasa. Acto seguido, las rebanadas se 

lavan y se incuban en una solución salina TRIS-amortiguada (TBS) que contiene 

tritón X-100 y el complejo avidina-peroxidasa (1:100; Vector, Burlingham, CA, 
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USA.) por 4 horas a temperatura ambiente. Una vez lavadas con PBS, el tejido se 

hace reaccionar con 0.05% de 3,3'- tetrahidrocloruro de diaminobencidina y 

0.003% de H2O2 en TBS. Por último, el tejido se monta en portaobjetos 

gelatinizados para su inspección bajo el microscopio. 

 
5.3 Sistema de registro 
 
5.3.1 Pipetas 
 
Las corrientes sinápticas fueron registradas empleando la técnica de patch clamp 

en la configuración de célula completa (''whole cell''; Hamill et al., 1981; Marty y 

Neher, 1995). Para ello utilizamos pipetas de borosilicato de 1.65/1.1 mm (OD/ID; 

WPI Sarasota, FL) estiradas (Sutter Instrument Corp. Novato, CA), con 

resistencias d.c. de 3-5 MΩ después de pulir y llenas con la solución interna (ver 

tabla 1). 

 
5.3.2 Registro electrofisiológico 
 
El registro de las corrientes postsinápticas excitadoras (EPSCs) en la modalidad 

de fijación de voltaje se realiza de acuerdo al siguiente procedimiento: la señal 

registrada por la pipeta se pasa a un amplificador Axopatch 200B (Axon Ins., 

Foster City, CA) con amplificación 10X y se filtra a 2 KHz (filtro pasa bajos) para 

luego ser digitalizada a una frecuencia de adquisición de 10 KHz mediante una 

interface AT-MIO-6040E y una tarjeta DAQ (NI-DAQ; National Instruments, Austin 

TX). Para la adquisición de las señales electrofisiológicas se usa un programa 

desarrollado en el laboratorio en el ambiente LabVIEW (National Instruments, 

Austin TX). La tarjeta NI-DAQ se usa para guardar los datos en archivos binarios 

en el disco duro de la computadora para su análisis posterior. La señal se 

monitorea tanto en la pantalla de un osciloscopio (Tektronix TDS 3012) como en la 

computadora (PC). 
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5.4 Análisis y presentación de datos 
 
Los registros de las corrientes sinápticas almacenados en la computadora se 

analizan con ayuda de los programas CLAMPFIT (Axon Instruments) y Microcal 

Origin 7. Se reporta la amplitud al pico de las corrientes sinápticas (media ± error 

estándar; E. S.), las cuales se emplean para graficar el curso temporal del efecto 

de los fármacos empleados. En las gráficas, cada punto del curso temporal es el 

promedio de seis eventos. Los trazos son representativos de uno de estos 

promedios. 

 

Para evaluar la modulación presináptica utilizamos el protocolo de pulsos 

pareados que consiste en la aplicación de dos estímulos de la misma intensidad 

separados por un breve intervalo de tiempo (50 ms) y aplicados cada 10 segundos 

(0.1 Hz). Este protocolo tiene su fundamento en la “teoría del calcio residual” (Katz 

y Miledi, 1968; Zucker, 2002) que postula que el calcio que entra a las terminales 

sinápticas tarda en amortiguarse más que el intervalo de tiempo entre los dos 

estímulos (50 ms en el presente caso). Así, parte del calcio que entra durante el 

primer estímulo se suma al calcio que entra durante el segundo estímulo, por lo 

que el segundo estímulo cuenta con más calcio para la liberación. 

 

Ahora bien, la mayor parte de las terminales sinápticas del cerebro poseen 

uno o dos sitios activos, cada uno con unas cuantas vesículas para ser liberadas 

(1-20) (Edwards et al., 1990; Gersdorff y Matthews, 1999). Cada terminal posee 

una determinada probabilidad de liberar esas vesículas: entre cero (terminal 

silente) y cerca de uno (alta probabilidad de liberación). Si las terminales 

estimuladas poseen baja a moderada probabilidad de liberación, sólo unas 

cuantas vesículas serán liberadas con el primer estímulo. El calcio incrementado 

durante el segundo estímulo aumentará entonces la probabilidad de liberación y 

por lo tanto más vesículas serán liberadas y la segunda respuesta será mayor. A 

esto se le llama “facilitación sináptica”, y lo que indica es que las terminales 

poseen de baja a moderada probabilidad de liberación cuando se las estimula por 

primera vez. Pero si las terminales poseen desde un principio alta probabilidad de 
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liberación, la entrada de calcio durante el primer estimulo liberará la mayor parte 

de las vesículas disponibles. La respuesta al primer estímulo será casi la máxima. 

Así, cuando el segundo estímulo sume su calcio al que queda del primero no 

habrá tantas vesículas para liberar. De esta manera la segunda respuesta será 

menor que la primera. A esto se le llama “depresión sináptica” e indica que las 

terminales poseen alta probabilidad de liberar el neurotransmisor cuando reciben 

el primer estímulo. Por lo tanto, aunque el par de estímulos que se proporcionen 

sean iguales, no necesariamente ambas respuestas serán iguales. Esto es, la 

proporción entre ambas respuestas, la segunda y la primera (S2/S1), no siempre 

será igual a uno y su valor dependerá de la probabilidad inicial de liberar 

neurotransmisor. Baja probabilidad de liberar se relaciona con la facilitación 

sináptica y alta probabilidad con depresión sináptica. En caso de que las 

respuestas sinápticas fueran modificadas por un cambio mediado por un receptor 

postsináptico, e.g.; cambio en el número de receptores, cambio en la resistencia 

de entrada de la neurona, ambas respuestas tendrían que verse afectadas de la 

misma manera pues se producen en el mismo sitio y por los mismos receptores, y 

por lo tanto, la proporción S2/S1, o “tasa de pulsos pareados”, no debería de 

cambiar. La única manera de modificar S2/S1 es mediante un cambio en la 

probabilidad de liberación. Un cambio en la probabilidad de liberación sólo puede 

estar mediado por un receptor presináptico mediante un proceso que afecte la 

maquinaria de liberación. Esto es fácil de corroborar modificando la concentración 

de calcio externo. Es bien sabido que la liberación del neurotransmisor contenido 

en vesículas sinápticas es dependiente de la entrada de calcio a través de canales 

dependientes de voltaje. Una disminución en la concentración de calcio externo 

produce una disminución en la probabilidad de liberación y por tanto produce 

facilitación sináptica respecto del control y viceversa, un incremento en el calcio 

externo aumenta la probabilidad de liberación, lo que producirá mayor depresión 

sináptica que en el control. 

 

De acuerdo con ésto, si un neurotransmisor modulador, como la dopamina, 

controla la maquinaria de liberación a nivel presináptico, debería de modificar la 
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tasa S2/S1. Una manera de hacerlo sería a través de modificar la entrada de 

calcio durante la llegada de los potenciales de acción a las terminales sinápticas. 

En caso de que la dopamina inhibiera la transmisión disminuyendo la entrada de 

calcio a la terminal, nosotros observaríamos una mayor facilitación sináptica. Por 

otro lado, si la dopamina facilitara la transmisión sináptica obtendríamos una 

depresión sináptica. 

 

Para evaluar el efecto de fármacos agonistas (e.g., selectivos a los 

receptores de las clases de receptores dopaminérgicos D1 y D2) se analizan 

entonces los cambios en la tasa o razón de pulsos pareados (RPP). Para medirla, 

las amplitudes se obtienen del promedio de 25 trazos para cada una de las 

condiciones una vez alcanzado el estado estable, en control, y una vez que el 

fármaco ha alcanzado el equilibrio (la concentración deseada en el baño). 

 

Otra metodología independiente para demostrar que un cambio en la 

respuesta sináptica es de origen presináptico es el “Análisis de la Varianza” de las 

respuestas sinápticas desarrollado por Clements y Silver (2000). Para este análisis 

usamos trenes de estímulos. Cada tren de estímulos constó de 10 estímulos 

dados a 25 Hz (el intervalo entre los estímulos del tren fue de 40 ms). Se dieron 

entre 80 y 120 trenes en distintos experimentos, aplicando un tren cada 10 

segundos (0.1 Hz). Esto se hizo en condiciones control y en presencia de los 

agonistas moduladores. Si se grafica en las abscisas la amplitud promedio de 

cada respuesta del tren contra (ordenadas) la varianza de la respuesta, el 

resultado es una parábola, pues es fácil de ver que si la probabilidad de liberación 

es muy baja (cercana a cero), la amplitud de la respuesta será pequeña y la 

varianza también, pues muy pocos botones o sitios de liberación estarán 

liberando. En contraste, si la probabilidad de liberación es muy alta (cercana a 

uno), la amplitud será grande pero la varianza será pequeña, pues todos los 

botones liberarán casi sin fallar. Esto es, en los dos extremos de amplitud habrá 

varianzas pequeñas. En las amplitudes intermedias, sin embargo, habrá todo un 

rango de varianzas posibles debido a que si la probabilidad de liberación es 
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cercana, digamos, a 0.5, en cada estímulo unos botones liberarán y otros no, lo 

que hace que la varianza en la amplitud de la respuesta sea muy grande. Con las 

diez respuestas del tren se aspira entonces a tener puntos suficientes para ajustar 

una parábola o parte de ella, pues la gráfica de amplitud contra varianza de las 

respuestas se ajusta a una función teórica derivada de la estadística de la forma 

(Eq. 1): 

y = Ax – Bx2

Los datos se ajustaron con ayuda del algoritmo de Marquard (ver Fig. 18 de los 

resultados). El parámetro A indica la pendiente inicial de la parábola, mientras que 

B es un parámetro relacionado con el ancho de la parábola. Del ajuste se puede, 

en teoría, determinar la amplitud cuántica o cuanto sináptico promedio con la 

siguiente ecuación (Eq. 2): 

Qw = A / (1 + CV2) 

donde CV es el coeficiente de variación de la amplitud de la IPSC. Esto quiere 

decir que la amplitud del cuanto sináptico depende de la pendiente de la parábola. 

Por lo tanto, esta no debe de cambiar de manera significativa si el cambio se debe 

a mecanismos presinápticos, y por lo contrario, debe de cambiar, si la modulación 

es de origen postsináptico. También podemos aproximarnos al número de sitios 

de liberación (N) y a la probabilidad de liberación (P) asumiendo una distribución 

binomial), empleando las siguientes ecuaciones (Eq. 3 y 4): 

N = 1 / B 

P = x (B / A)(1 + CV2) 

Lo que quiere decir que N depende del ancho de la parábola, que es de esperarse 

pues define el intervalo de amplitudes entre la menor y la mayor respuesta. Acaso 

el parámetro más problemático con este método es P, pues depende de ambos 

parámetros y asume una P promedio entre todos los botones o sitios de liberación 

(supuesto de la distribución binomial de donde se derivan las anteriores 

ecuaciones) lo cual podría no ser realista en numerosas situaciones 

experimentales.  
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Para cada neurona postsináptica se realizaron curvas de corriente contra 

voltaje (I-V) tanto en fijación de voltaje como en fijación de corriente con un 

promedio de ~150 puntos en el estado estable. De este modo obtuvimos la 

relación corriente vs voltaje para asegurarnos que la resistencia de entrada, y la 

participación global de las corrientes iónicas, en el voltaje de mantenimiento en el 

que se registraban las respuestas sinápticas, se mantenían estables. Estas curvas 

I-V también resultaron de utilidad para clasificar a las neuronas postsinápticas 

(dopaminérgicas y GABAérgicas). 

 

Del lado postsináptico nos interesó el mecanismo de disparo de las neuronas de la 

SNr. Además de ilustrar su disparo en función del tiempo antes y después de los 

cambios farmacológicos, graficamos el intervalo entre espigas subsiguientes, tanto 

para los potenciales de acción entre ráfagas como intra ráfagas. A estas graficas 

se les conoce como diagramas de Poincaré (Fig. 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Construcción de un diagrama de Poincaré. Se obtienen los intervalos entre espigas 

y se grafican contra el intervalo anterior. De esta manera, se muestra la regularidad del disparo. 
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5.5 Identificación de las neuronas de la sustancia negra 
reticular 
 
Las neuronas que componen a la SNr son GABAérgicas y proyectan a los circuitos 

cortico-talámicos que controlan los movimientos y a los núcleos del tallo cerebral 

tales como el núcleo pedúnculo pontino, NPP; el colículo superior, CS; y la 

formación reticular, FR (Jiang et al., 2003; Smeets et al., 2000; Takakusaki et al., 

2004; Tsumori et al., 2002) (ver Fig.1). La mayoría contiene parvalbúmina (Gerfen 

et al., 1985; González-Hernández y Rodríguez; 2000; Hontanilla et al., 1997; 

Parent et al., 1996; Rajakumar et al., 1994). Sin embargo, un porcentaje (~24%) 

de las neuronas que componen a la SNr son neuronas dopaminérgicas, que no 

contienen parvalbúmina (Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 1997; González-

Hernández y Rodríguez; 2000; Rohrbacher et al., 2000). Por lo tanto, en nuestro 

trabajo fue necesario distinguir a las neuronas dopaminérgicas (que proyectan al 

estriado) de las neuronas GABAérgicas (que proyectan a los núcleos premotores 

del tálamo y del tallo cerebral) y que constituyen la vía de salida de los ganglios 

basales. Esta identificación se hizo tanto por técnicas electrofisiológicas 

(Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 1997; Rohrbacher et al., 2000) como 

inmunocitoquímicas. 

 

Como se muestra en la figura 11 ante pulsos hiperpolarizantes de corriente, 

las neuronas dopaminérgicas presentan una deflexión en el voltaje (denominada 

rectificación anómala) que es mucho menor en las neuronas GABAérgicas. 

Además, la duración del potencial de acción de las neuronas dopaminérgicas es 

mayor que el de las GABAérgicas (Fig. 11B y 11D). De esta manera se identificó a 

las neuronas GABAérgicas de la SNr, únicas que se estudiaron en la presente 

tesis. Aunado a esto, las neuronas fueron marcadas intracelularmente con 

biocitina durante el registro electrofisiológico, y luego, mediante el doble marcado, 

se confirmó si presentaban inmunoreactividad para la parvalbúmina (ver métodos 

de inmunocitoquímica). 
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Figura 11. Identificación electrofisiológica, mediante fijación de corriente, de las neuronas 

GABAérgicas de la sustancia negra reticular. En A se muestra la respuesta de una neurona 

dopaminérgica ante la aplicación de pulsos de corriente. Obsérvese que en respuesta a la 

hiperpolarización el voltaje muestra una clara deflexión que las neuronas GABAérgicas no 

presentan (B) o si la presentan es de mucho menor amplitud. La duración del potencial de acción 

de las neuronas dopaminérgicas es mayor que en las neuronas GABAérgicas (compárense ambos 

insertos). Ver Richards et al., (1997). 

 

5.6 Histoquímica de las neuronas registradas 
 
Para la identificación morfológica de las neuronas registradas durante el 

experimento, se suplementa la solución interna de registro con 0.2% de biocitina 

(Sigma-Aldrich, St Louis. USA; Horikawa y Armstrong, 1988). Las rebanadas que 

contienen neuronas cargadas con biocitina se fijan en una solución de 4% de 

paraformaldehido y 1% de ácido pícrico durante toda la noche a 4°C. 

Posteriormente se lavan con una solución salina amortiguada de fosfato de 

potasio (KPBS) durante 10 minutos, tres veces, para quitar el exceso de fijador. Al 

terminarse de lavar, las rebanadas se incluyen en agar al 7% y posteriormente se 
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cortan en un vibratomo obteniéndose rebanadas de 80 µm de espesor en 

presencia de KPBS. Después de obtener las rebanadas se incuban en PBS que 

contiene 0.5% H2O2 por 30 minutos para suprimir la actividad endógena de la 

peroxidasa. Después se lavan y se incuban en una solución salina TRIS-

amortiguada (TBS) que contiene tritón X-100 y el complejo avidina-peroxidasa 

(1:100; Vector, Burlingham, CA, USA.) que se fija, con alta afinidad, a la biotina 

liberada intracelularmente por la biocitina al incubarse por 4 horas a temperatura 

ambiente. Después de lavar las rebanadas con PBS se hacen reaccionar con 

0.05% de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina y 0.003% de H2O2 en TBS. 

Esto produce el marcado celular, equivalente a la tinción de Golgi y que permite 

observar la morfología somatodendrítica al montarlas en portaobjetos 

gelatinizados e inspeccionarlas bajo el microscopio. Con ayuda de una cámara 

lúcida se reconstruyeron algunas de las neuronas registradas, y en muchos casos, 

se pudo seguir su axón fuera de la SNr (ver Fig. 14 de resultados), demostrando 

que se trataba de neuronas de proyección. 

 
5.7 Inmunocitoquímica: doble y triple marcado 
 
Algunas rebanadas que contenían neuronas registradas y cargadas con biocitina 

fueron procesadas de forma similar a las anteriores, excepto que se obtuvieron 

rebanadas de 40 μm de espesor en presencia de KPBS. Para la visualización de 

las neuronas, las rebanadas se incubaron con avidina conjugada a Cy3 – en lugar 

de peroxidasa (1:200 disuelta en PBS, Zymed Laboratories, San Francisco CA. 

USA). Esto revelaba a las neuronas registradas. Posteriormente, las rebanadas se 

incubaban durante 30 minutos con albúmina sérica bovina al 1% (BSA) para 

bloquear sitios inespecíficos. A lo que seguía una incubación durante 36 horas con 

un anticuerpo monoclonal primario, extraído de ratón, contra parvalbúmina (PV; 

1:2000, Sigma-Aldrich, St Louis. USA, disuelto en PBS conteniendo 0.25% de 

tritón X-100). Después, las rebanadas fueron lavadas con PBS durante 10 minutos 

por tres veces e incubadas durante 1 hora con un anticuerpo secundario, anti-

ratón, extraído de cabra, y conjugado con Cy5 (Jackson InmunoResearch 

Laboratories Inc, West Grove, PA. USA). De esta manera, las neuronas marcadas 
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con biocitina (Cy3), y que además expresaban parvalbúmina (Cy5) (GABAérgicas 

de la SNr), presentaban doble marcado. Las rebanadas fueron montadas en 

portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia de marca vectashield 

(Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA. USA). Luego se observaron con un 

microscopio confocal (Bio-Rab Microscience UK). Cuando se necesitó triple 

marcado, para confirmar la presencia de la subunidad α1H de los canales de 

calcio tipo T en neuronas registradas, llenadas con biocitina (Cy3) y GABAérgicas 

(Cy5), se desmontaban de su portaobjetos, se bloqueaban los sitios inespecíficos 

con 1 % de BSA durante 30 minutos y se incubaban una vez más con otro 

anticuerpo, policlonal extraído de cabra, contra la subunidad α1H del canal durante 

36 horas (1:100, Santa Cruz, California. USA, disuelto en PBS conteniendo 0.25% 

de tritón X-100). Las rebanadas se lavaban con PBS durante 10 minutos por tres 

veces y se incubaban con un anticuerpo secundario, anti-cabra, conjugado con 

fluoresceína (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA. USA). Después de tres 

lavados de 10 minutos cada uno, las rebanadas se montaban y visualizaban al 

microscopio. 

 

5.8 Fármacos 
 
Los fármacos se obtuvieron de: Sigma-Aldrich, Alomone labs. y TOCRIS. Se 

preparaban en soluciones madre diluyéndolos en agua (a excepción del CNQX 

que se disolvía en DMSO), y se mantenían en refrigeración (4 a -20°C). 

Posteriormente, se adicionaban a la solución salina de registro, durante el 

experimento, y a la concentración deseada. 
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Tabla 2. Lista de los fármacos empleados y la concentración utilizada. 
 

Fármaco Acción Concentración (µM)

quinpirole Agonista D2 / D3 / D4 1.0

sulpiride Antagonista D2 / D3 1.0

bicuculina Antagonista del receptor GABAA 10.0

CNQX Antagonista del receptor AMPA/kainato 10.0

AP-5 Antagonista del receptor NMDA 50.0

NMDA Agonista del receptor NMDA 10.0

ZD7288 Bloqueador de los canales HCN 50.0

calcicludina Bloqueador inespecífico de los canales de 

Ca2+ HVA 

0.05

NiCl2 Bloqueador de los canales de Ca2+ LVA 40 - 80.0

TTX Bloqueador de los canales de sodio 1.0

apamina Bloqueador canales de potasio activados 

por calcio SK 

0.2 – 0.3

TEA-Cl Bloqueador de los canales de potasio 

activados por calcio BK 

500
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Capitulo 6 
 
 
Resultados 

(parte 1) 
 
6.1 La conexión subtálamo-nigral. 
 
Como se describió anteriormente (ver métodos), la presencia de la conexión 

subtálamo-nigral en nuestra preparación se demostró después de teñir, mediante 

transporte anterógrado de biocitina, fibras provenientes del NST que se 

adentraban en la SNr (Fig. 12, A y B). En el lugar donde estas fibras eran 

abundantes, de acuerdo al marcado con biocitina, se estimulaba mientras se 

registraban neuronas del NST (ver Fig. 12, 1C). Con esta disposición 

experimental, y con intensidad umbral, provocamos potenciales de acción 

antidrómicos en las neuronas del NST en el 50% de los casos (Fig. 12, 2C y 3C). 

De esta manera pudimos verificar la integridad de la vía mediante ambos métodos, 

anatómicos y fisiológicos. 

 

En su mayoría, las neuronas subtalámicas que proyectan a la SNr estaban 

localizadas en la parte posterior del NST (ver Fig. 12A “E”). La prueba de que los 

potenciales registrados eran antidrómicos es que podían ser provocados en 

ausencia de respuestas sinápticas; además de que no hay ninguna descripción de 

una vía nigro-subtalámica. Así, los potenciales de acción provocados mediante la 

inyección de corriente en el soma de neuronas del NST (Fig. 12, 4C), colisionaban 

con los potenciales antidrómicos (datos no mostrados). 

 

Una vez verificada la integridad de la vía mediante los métodos arriba 

descritos, estimulamos el sitio preciso donde se registraban los potenciales 

antidrómicos de las neuronas del NST. Al mismo tiempo registrábamos en 

neuronas de la SNr. La estimulación ortodrómica de la vía provocaba respuestas 

(corrientes) postsinápticas excitadoras (EPSCs) en las neuronas de la SNr, en el 
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50% de los casos (ver métodos). Cualquier lugar fuera de este sitio tenía una 

menor probabilidad de provocar una respuesta sináptica en las neuronas de la SNr 

(Fig. 12A “E”). Fuera del NST esta probabilidad se reducía a cero. Así, tenemos 

una razonable evidencia de que el estímulo de campo dentro del NST, en la zona 

indicada de la rebanada sagital del cerebro de la rata (Fig. 12A “E”), es la fuente 

de los EPSCs registrados en presencia de bicuculina (10 µM).  

 

Figura 12. Fibras de la vía subtálamo-nigral. A: La rebanada sagital muestra el núcleo 

subtalámico (NST) a la izquierda, y la sustancia negra reticular a la derecha (SNr). El inserto en la 

parte superior izquierda, muestra un esquema de la inyección de biocitina dentro del NST. 

Después de la histoquímica (imagen negativa), pueden observarse numerosas fibras que salen del 

NST y proyectan hacia la sustancia negra compacta (SNc) y la SNr. B: La amplificación del 

recuadro en A muestra una región abundante en fibras de proyección subtálamo-nigral. Aquí se 

estimula para el experimento ilustrado en C. C: En (1) se ilustra la disposición experimental del 

estímulo de campo en la SNr mientras se registran neuronas en el NST. El estímulo umbral no 

provoca potenciales de acción o sinápticos en el 50% de los casos (2). Pero en el 50% de los 

casos sí se provocan potenciales de acción (3), que como acontecen sin estímulo sináptico 

subyacente (1), se consideran antidrómicos. En las neuronas del NST pueden también provocarse 

potenciales de acción de manera directa (4) que colisionan (no se muestra) con los estímulos 

antidrómicos. 
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En la figura 13 se ilustran eventos sinápticos provocados por la estimulación de la 

conexión subtálamo-nigral. En presencia de 10 µM de bicuculina (Fig. 13B, 

control), el estímulo de campo dentro del NST (Fig. 13A) provocó eventos 

sinápticos en forma de corrientes entrantes en las neuronas de la SNr (Fig. 13B). 

La EPSC subumbral fue reducida, pero no totalmente bloqueada, por CNQX (10 

µM) a -80 mV (Fig. 13B, +CNQX). La adición subsiguiente de AP-5 (50 µM) 

terminó de bloquear el evento sináptico (Fig. 13B, +AP-5). Esto quiere decir que la 

corriente sináptica tiene componentes AMPA y NMDA a -80 mV. El antagonista del 

receptor AMPA (CNQX), redujo la amplitud de la EPSC un 61% (media ± E.S.), de 

102 ± 12 a 40 ± 2 pA (Fig. 12C; n = 8; * *P <0.001; ANOVA no paramétrica –

Friedman- con prueba post hoc Student-Newman-Keuls). La adición de AP-5 a la 

solución de registro en presencia de CNQX terminó de bloquear el componente 

sináptico (6 ± 2 pA; Fig. 12C; n = 8; *P <0.01; Friedman con prueba post hoc 

Student-Newman-Keuls), lo que sugiere que un tercio de la corriente es mediada 

por la activación de los receptores a NMDA (Fig. 13C).  

 

Si los componentes sinápticos bloqueados con los antagonistas a 

receptores AMPA y NMDA, son aislados mediante substracción digital (Fig. 13D, 

ver componentes sensibles a CNQX y AP-5), podemos construir la relación 

corriente-voltaje (gráfica I-V) para cada uno, utilizando diferentes potenciales de 

mantenimiento (Fig. 13E). El componente NMDA muestra un aumento 

(conductancia con pendiente negativa) durante la despolarización, alcanzando su 

amplitud máxima cerca de -40 mV (Fig. 13, D y E, Χ); lo que exhibe su 

dependencia del voltaje y su influencia para alcanzar el umbral de disparo que en 

estas células es alrededor de -45 a -50 mV (Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 

1997). En contraste, la corriente mediada por los receptores AMPA disminuye con 

la despolarización y tiene un comportamiento lineal (Fig. 13, D y E, −). 

 

En la figura 14 se ilustran los dos tipos de neuronas que pueden ser 

registradas en la SNr (Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 1997; Rohrbacher et 

al., 2000). El primer tipo (n = 24/114; Fig. 14, A y C) presenta una fuerte 
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rectificación que depende de tiempo y voltaje (Fig. 14A, a y c), no dispara a altas 

frecuencias ante pulsos de corriente despolarizante (ver más adelante), y tiene 

una gran rectificación saliente (Fig. 14d), incluyendo una corriente saliente rápida 

inicial y transitoria. Sumado a todo ello, sus potenciales de acción duran: 2.3 ± 0.1 

ms (n = 24) medidos a la mitad de la amplitud máxima (Fig. 14Ca). Note que la 

gráfica I-V de estas neuronas NO exhibe una región de conductancia con 

pendiente negativa (Fig. 14Ad). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 13. Componentes AMPA y NMDA de las corrientes sinápticas de la vía subtálamo-

nigral. A: Esquema experimental: en una rebanada sagital, el estímulo de campo se realizó en el 

NST posterior mientras se registraban neuronas de la SNr (modalidad de fijación de voltaje, 

configuración de célula completa). B: Corriente postsináptica (EPSC) registrada en una neurona de 

la SNr. El trazo control (B, control) se provocó en presencia de 10 µM de bicuculina. Al añadir 10 

µM de CNQX (B, trazo intermedio +CNQX) se redujo la EPSC, y al añadir 50 µM de AP-5 (B, trazo 

inferior +AP-5) se terminó de bloquear la EPSC resistente a CNQX. El potencial de mantenimiento 

fue de -80 mV. C: El histograma resume los resultados de la muestra experimental. El CNQX 

bloquea más del 60% (**P <0.001) de la EPSC mientras que el  AP-5 termina de bloquearla: 

suprimiendo más del 35% (*P <0.01). D: componentes sensibles a CNQX y AP-5 de la EPSC 

obtenidos mediante substracción digital a diferentes potenciales de mantenimiento (trazos 

representativos). E: Las relaciones corriente-voltaje (gráfica I-V) de los componentes de la EPSC: 

AMPA = círculos vacíos (media ± E.S.M.) y NMDA = triángulos vacíos. Note la linealidad del 

componente AMPA y la dependencia de voltaje del componente NMDA. 
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El segundo tipo de neurona más frecuentemente registrada, n = 90/114, 

puede disparar a altas frecuencias ante pulsos de corriente despolarizante (Fig. 

14Ba), exhibe una rectificación anómala lenta dependiente de tiempo y voltaje 

(Fig. 14B, a y d), una rectificación saliente muy pequeña (Fig. 14Bc), y potenciales 

de acción mucho más breves que las del otro tipo (Fig. 14Da): 0.73 ± 0.01 ms 

medidos a la amplitud media (n = 40; P <0.001, comparando a ambos tipos de 

neuronas con la prueba U de Mann-Whitney). Este tipo neuronal exhibe, de 

manera frecuente, una región de conductancia con pendiente negativa en su 

relación I-V (Fig. 14Bd); como se ve con la función obtenida de los registros de 

fijación de voltaje. El 60% de este tipo de neuronas fue inmunoreactiva a los 

anticuerpos contra parvalbúmina (Fig. 14D), mientras que las neuronas del primer 

tipo nunca lo fueron (Fig. 14C). 

 

Se ha mostrado que las células positivas a parvalbúmina de la SNr 

contienen GAD67 y son neuronas GABAérgicas de proyección (Gerfen et al., 

1985; González-Hernández y Rodríguez, 2000; Hontanilla et al., 1997; Parent et 

al., 1996; Rajakumar et al., 1994). Estos datos sugieren entonces que la mayoría 

de las neuronas registradas fueron GABAérgicas de proyección de la SNr. Por otro 

lado, estudios previos (Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 1997; Rohrbacher et 

al., 2000), sugieren que el primer tipo de neuronas probablemente es 

dopaminérgica, aunque estén presentes en la SNr y no en la SNc. Finalmente, 

éstos dos tipos de neurona no difirieron significativamente en sus potenciales de 

membrana medidos entre el umbral de disparo y la amplitud máxima del intervalo 

entre espigas durante el disparo espontáneo: -55 ± 5 vs -58 ± 2 mV; para las 

neuronas dopaminérgicas y GABAérgicas, respectivamente. La resistencia de 

entrada promedio de una muestra de neuronas fue de RN = 169 ± 14 MΩ (n = 5) 

para las neuronas dopaminérgicas y 365 ± 20 MΩ (n = 10) para las neuronas 

GABAérgicas, medida mediante la derivada de la función I-V a corriente zero (P < 

0.002, U de Mann-Whitney). En el presente trabajo, nosotros sólo nos referiremos 

a la respuesta sináptica registrada en el tipo más abundante de las neuronas de la 

SNr, es decir, las neuronas GABAérgicas. Algunas de ellas fueron reconstruidas 
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con ayuda de una cámara lúcida, y tres neuronas representativas se ilustran en la 

figura 15. El soma de las neuronas de la SNr (Fig. 15A, B) presentó 

inmunoreactividad a la parvalbúmina, exhibiendo formas triangulares o fusiformes 

bajo la videomicroscopia infrarroja, con un diámetro mayor de 18 a 22 µm. 

Después de la reconstrucción (Fig. 15C), generalmente mostraban de cuatro a 

seis dendritas principales que se extendían rostrocaudalmente como se ve en una 

rebanada sagital. Se pudieron observar ramificaciones secundarias de las 

dendritas y del axón (Fig. 15C, en gris neuritas). En algunos casos, el axón pudo 

seguirse fuera de las fronteras de la SNr, lo que aunado a la inmunoreactividad a 

la parvalbúmina, reafirmaba la hipótesis de que eran las neuronas de proyección 

de la SNr: la proyección de los ganglios basales hacia el tálamo y el tallo cerebral. 

 

6.2 La activación de los receptores dopaminérgicos de 
la clase D1 facilita la vía subtálamo-nigral. 
 
La activación de receptores de la clase D1 con su agonista selectivo, SKF-38393 

(1 µM; concentración saturante), aumenta de manera reversible la amplitud al pico 

de la EPSC en aproximadamente 30%, de 106 ± 17 a 140 ± 23 pA (Fig. 16A, B; n 

= 10; P <0.005; prueba T de Wilcoxon). En presencia del antagonista del receptor 

tipo D1, SCH 23390 (1 µM), el SKF-38393 no hizo efecto (n = 4; datos no 

mostrados; ver también Fig. 19), indicando que esta acción es específica. El efecto 

del agonista clase D1 fue acompañado por una disminución del 15% en la 

proporción de pulsos pareados (RPP) de 1.3 ± 0.08 a 1.1 ± 0.09, mostrando que la 

primera respuesta incrementó más que la segunda (Fig. 16C, D; n = 8; P <0.02; T 

de Wilcoxon). Los trazos sobrepuestos en la figura 16C demuestran que ni la 

forma ni la caída de la EPSC fue afectada durante la acción del SKF-38393 (1 

µM). Asimismo, la resistencia de entrada en la configuración de célula-entera (RN) 

tampoco fue afectada. Por consiguiente, los experimentos sugieren que la acción 

de los receptores dopaminérgicos de la clase D1 ocurre a nivel presináptico, en las 

terminales subtálamo-nigrales, favoreciendo la transmisión glutamatérgica entre el 

NST y la SNr. 
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Figura 14. Las dos clases de neurona registradas en la sustancia negra reticular. A: Ejemplo 

representativo de la clase minoritaria. En a muestra una deflexión en el voltaje ante pulsos 

hiperpolarizantes de corriente. En b la relación corriente-voltaje (curva I-V) realizada en el modo de 

fijación de corriente no es lineal. En c los trazos de corriente después de comandos de voltaje 

hiperpolarizantes y despolarizantes. En d curvas I-V de los trazos de fijación de voltaje (círculos 

llenos) mostrando ambas rectificaciones: entrante y saliente. Los círculos vacíos representan la 

sobreposición de la curva I-V tomada en fijación de corriente (b) con los ejes invertidos. Esta 

sobreposición no sólo muestra el acuerdo entre las dos técnicas de registro sino que también habla 

de que la compensación de la resistencia en serie (fijación de voltaje) y la del puente (fijación de 

corriente), fueron correctas. B: Ejemplo representativo del tipo mayoritario de neuronas: En a 

nótese una débil (compárese con A) y más lenta deflexión (rectificación entrante) provocada por los 

pulsos hiperpolarizantes, note el disparo de alta frecuencia ante pulsos despolarizantes. En b la 

relación corriente-voltaje (curva I-V) medida en el modo de fijación de corriente no es lineal. En c 

los trazos de corriente después de comandos de voltaje hiperpolarizantes y despolarizantes 

muestran rectificación entrante dependiente de voltaje y tiempo y muy poca rectificación saliente 

comparada con la neurona ilustrada en A. La rectificación entrante también es menor comparada 

con la de la célula en A. En d la curva I-V en fijación de voltaje (círculos llenos) muestra una región 

de conductancia con pendiente negativa con dos cruces adicionales en el eje de la corriente 

sugestivos de la capacidad de generar bi-estabilidad en el potencial de membrana. Los círculos 

vacíos representan la curva I-V en fijación de corriente (b) sobrepuesta con los ejes invertidos. Hay 

total acuerdo entre las dos técnicas de registro. C: Las neuronas del tipo minoritario fueron inmuno-

negativas para parvalbúmina y presentaron potenciales de acción más duraderos. En a  potencial 

de acción representativo de estas neuronas, en b neurona teñida con la técnica de la biocitina, en 

c, se ve que esta neurona no contiene parvalbúmina, en d la sopreposición de b y c. D: El tipo 

mayoritario de neuronas presentó inmunoreactividad a parvalbúmina presentando potenciales de 

acción más breves. En a potencial de acción, en b neurona teñida con la técnica de la biocitina, en 

c, neurona inmunoreactiva a parvalbúmina, en d la sobreposición de b y c muestra que la neurona 

llena con biocitina es inmunoreactiva a parvalbúmina. 
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Figura 15. Morfología del tipo de neuronas comúnmente registrado en la SNr. A: Soma 

neuronal visto con videomicroscopia infrarroja en la SNr. Se ve la punta de la pipeta de registro. B: 

Zona dónde fueron registradas las neuronas. C: Ejemplos de reconstrucción neuronal. Note que los 

axones de las neuronas 1 y 2 pueden seguirse fuera de los bordes de la SNr. 

 
 

Instituto de Fisiología Celular-UNAM. México, D. F. 57



Resultados 

6.3 La activación de los receptores dopaminérgicos de 
la clase D2 inhibe la vía subtálamo-nigral 
 
La activación de receptores de la clase D2 con el agonista especifico, quinpirole (1 

µM; concentración saturante), disminuye de manera reversible la amplitud de la 

EPSC en un 25%. La amplitud cae de 89 ± 17 en el control a 67 ± 9 pA después 

del agonista (Fig. 17A, B; n = 9; P<0.008; T de Wilcoxon). En presencia del 

antagonista selectivo del receptor clase D2, sulpiride (1 µM), el quinpirole no 

mostró efecto (n = 5; datos no mostrados; ver también Fig. 19); indicando una 

acción específica. El efecto del agonista clase D2 fue acompañado por un 

aumento de un 38% en la RPP (Fig. 17C, D; n = 7; P<0.02; T de Wilcoxon). Los 

trazos sobrepuestos en la figura 17C no demuestra un cambio en la forma ni en la 

velocidad de caída de la EPSC durante la acción del quinpirole (1 µM). La RN, no 

se vio afectada. Los experimentos sugieren que la acción de los receptores de la 

clase D2 ocurre a nivel presináptico, en las terminales subtálamo-nigrales, 

disminuyendo la transmisión glutamatérgica entre el NST y la SNr. 

 

6.4 Análisis de la amplitud media vs la varianza de las 
EPSCs. 
 
Se provocaron y registraron trenes de EPSCs en neuronas de la SNr mientras se 

estimulaba en el NST (ver métodos). Las figuras 18, A y E ilustran un tren de 

estímulos a 25 Hz en la condición control, ilustrando la dinámica de corto plazo de 

esta conexión: la depresión sináptica. Se usaron las respuestas del tren de EPSCs 

para realizar el análisis de sus amplitudes promedio y de sus varianzas (ver 

métodos; también Koos et al., 2004) para confirmar de manera independiente que 

la acción dopaminérgica ocurre a nivel presináptico (Clements y Silver, 2000). El 

agonista del receptor de la clase D1, el SKF-38393 (1 µM), favorece más la 

depresión sináptica debido a un incremento de amplitud en la parte inicial del tren 

(compare la Fig. 18, A-C). En contraste, el agonista de los receptores de la clase 

D2, quinpirole (1 µM), reduce la depresión de corto plazo por un decremento en la 

amplitud de las EPSCs iniciales (compare la Fig. 18, E-G). 
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Figura 16. La activación de los receptores dopaminérgicos de la clase D1 facilita la 

transmisión glutamatérgica subtálamo-nigral. A: Curso temporal de la acción de 1 µM de SKF-

38393, agonista del receptor clase D1, sobre la amplitud de la EPSC provocada. La barra negra 

indica el tiempo de aplicación del agonista y los trazos son registros representativos tomados a los 

tiempos indicados por los números. B: Histograma que resume los resultados de la muestra 

experimental: el agonista de los receptores clase D1 produce un aumento significativo en la EPSC. 

C: Respuestas ante pulsos pareados en condición control y en presencia de 1 µM SKF-38393 

(trazo gris en medio). El trazo de abajo muestra la sobreposición. No hay ningún cambio en el 

curso temporal de la EPSC durante la aplicación del agonista. D: El cambio en la proporción entre 

las respuestas a los pulsos pareados (EPSC2/EPSC1) siempre presentó una disminución en la 

facilitación sináptica. 
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Figura 17. La activación de los receptores dopaminérgicos de la clase D2 deprime la 

transmisión glutamatérgica subtálamo-nigral. Curso temporal de la acción de 1 µM de 

quinpirole, agonista de la clase de receptores D2, sobre la amplitud de la EPSC provocada. La 

barra negra indica el tiempo de aplicación del agonista y los trazos representativos están tomados 

del curso temporal como indican los números. B: Histograma que resume los resultados de la 

muestra experimental: el agonista del receptor de la clase D2 produce una disminución significativa 

en la amplitud de la EPSC. C: Respuestas ante los pulsos pareados en control y en la presencia de 

1 µM de quinpirole (trazo gris en medio). El trazo de abajo muestra la sobreposición. No hay ningún 

cambio en el curso temporal de la ESPC durante la aplicación del agonista. D: El cambio en la 

proporción entre las respuestas a los pulsos pareados (EPSC2/EPSC1) siempre presentó aumento 

en la facilitación sináptica. 
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La gráfica de la amplitud media vs la varianza en condiciones control (círculos 

llenos) y en presencia del agonista (círculos vacíos) muestra que la mayoría de los 

puntos se concentra en la parte inicial de la gráfica. El ajuste de la ecuación 

teórica (ver ecuación 1 en los métodos; Fig. 18, D y H; control = línea negra; con 

agonista dopaminérgico = línea gris) muestra que la pendiente inicial de la curva, 

determinada por el parámetro A (Eq. 1), no es significativamente diferente. 

Entonces, la amplitud cuántica, QW (Clements y Silver, 2000), no varió (Eq. 2): 

entre 5 y 9 pA (n = 4). Esta amplitud cuántica es similar a la reportada en otras 

sinapsis glutamatérgicas del cerebro (Bolshakov y Siegelbaum, 1995; Paulsen y 

Heggelund, 1994). Por ejemplo, en el experimento mostrado en la figura 18D, el 

QW fue de 6 ± 0.6 para el control y de 6 ± 0.5 pA en presencia de SKF-38393, 

respectivamente. En la figura 18H, el QW fue de 9 ± 0.6 para el control y 9 ± 2 pA 

en presencia de quinpirole, respectivamente. No obstante, observe que el ancho 

de las parábolas teóricas ajustadas a los datos, determinado el parámetro B (Eq. 

1), fue significativamente diferente para los datos obtenidos de las mismas 

neuronas en condiciones control y en presencia de los agonistas, como se 

muestra en las figuras 18 D y H. Cuando determinamos el número aproximado de 

sitios de liberación (Eq. 3), el agonista de la clase D1 produjo un aumento de N, de 

19 ± 3 a 29 ± 4 (Fig. 18D; P <0.01; t Student, para el parámetro B), y el agonista 

de la clase D2 produjo una disminución de N, de 11 ± 3 a 4 ± 1 (Fig. 18H; P <0.01; 

t Student, para el parámetro B). Por lo tanto, se concluye que los cambios 

significativos ocurren en el parámetro presináptico N sin verse afectado el 

parámetro postsináptico QW. Esto quiere decir que la acción dopaminérgica es la 

de aumenta o disminuir el número de botones (sitios) sinápticos que participan en 

la liberación de transmisor, lo que explicaría las acciones facilitadotas (D1) e 

inhibidoras (D2), respectivamente. 

 

Sin embargo, este método no fue tan bueno para detectar cambios en la 

probabilidad de liberación, que requiere de ambos parámetros A y B (Eq. 3) 

(Clemens y Silver, 2000). Así, en presencia del agonista clase D1 la P cambió de 

0.22 ± 0.1 a 0.17 ± 0.1, y en presencia del agonista clase D2 cambió de 0.22 ± 
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0.05 a 0.29 ± 0.05. Ninguna de estas diferencias fue significativa. Pensamos que 

esto se debe a que el modelo supone una P promedio siguiendo una distribución 

binomial. Acaso, estas terminales posean muy diversos valores de P, y al obtener 

el promedio no se ve un cambio. Sin embargo, para la finalidad del presente 

trabajo, este confirma que el control dopaminérgico sobre la transmisión 

subtálamo-nigral ocurre a nivel presináptico. 
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Figura 18. Análisis varianza-amplitud de la EPSC subtálamo-nigral. A y E: Un tren de diez 

estímulos a 25 Hz provoca EPSCs que exhiben depresión de corto plazo en dos diferentes 

neuronas registradas en condiciones control. Los trazos negros representan el promedio de 85 (A) 

y 105 (E) trazos consecutivos. Los trazos grises son trazos individuales que ilustran la variación 

cuántica de las amplitudes. B y F: repetición del experimento en presencia de 1 µM SKF-38393 (90 

trazos en B) o 1 µM de quinpirole (120 trazos en F) . Los colores de los trazos son como en A. Note 

aumento de la depresión de corto plazo después del agonista de clase D1 y la disminución de la 

depresión de corto plazo después del agonista de la clase D2 se sobreponen. D y H: curvas 

varianza-amplitud obtenidas de los registros en A, B, E y F. Círculos llenos para las condiciones 

control y vacíos para la acción de los agonistas. Los ajustes de las curvas teóricas (Eq. 1 en 

métodos) se representan en negro para los datos control y en gris para las acciones 

dopaminérgicas. Note que en ninguno de los casos se nota un cambio significativo en las 

pendientes iniciales de las curvas. Lo que cambia es el ancho de las mismas: aumenta para la 

acción D1 y disminuye para la acción D2. 

 

6.5 Los receptores dopaminérgicos presinápticos 
exhiben actividad constitutiva. 
 
Las neuronas del NST poseen actividad tónica manifestada por un disparo 

espontáneo de tipo marcapaso más o menos regular en condiciones control 

(Beurrier et al., 1999; Bevan y Wilson, 1999). Esta actividad podría conducir a un 

nivel de excitación basal de las neuronas de la SNr y de la SNc que dependería de 

la frecuencia de disparo de las neuronas del NST. La activación continua de las 

neuronas dopaminérgicas en la SNr o en la SNc (Iribe et al., 1999; Kanazawa et 

al., 1977) puede llevar a una liberación tónica de dopamina en la SNr 

(Falkenburger et al., 2001; Mintz et al., 1986; Richards et al., 1997; Rohrbacher et 

al., 2000; Rosales et al., 1994, 1997). Entonces, si hay niveles tónicos de 

dopamina en el intersticio, habría que explorar si los receptores a dopamina están 

siendo tónicamente activados. Esto se realizó administrando antagonistas de los 

receptores dopaminérgicos. La figura 19A ilustra que el antagonista clase D2, 

sulpiride (1 µM), incrementa por sí solo la amplitud de la EPSC en un 44% al pasar 

de 101 ± 9 a 146 ± 13 pA (Fig. 19, A y B; n = 9; P <0.01, prueba de Friedman con 

prueba post hoc Student-Newman-Keuls). Como si se estuviera bloqueando una 

acción tónica inhibidora del receptor clase D2. Si de manera secuencial, y sin lavar 
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el antagonista clase D2, se agrega ahora el antagonista clase D1, SCH 23390 (1 

µM; antagonista D1), la amplitud de la EPSC se ve reducida un 15% al pasar de 

146 ± 13 a 124 ± 12 pA (Fig. 19, A y B; n = 9; P <0.01, Friedman con Student-

Newman-Keuls post hoc para la comparación entre muestras en presencia de 

sulpiride y sulpiride + SCH 23390). Como si ahora se bloqueara una acción tónica 

del receptor D1. Note que en presencia de ambos antagonistas la amplitud de la 

EPSC es mayor que en la condición control (Fig. 19A3); sugiriendo que la acción 

tónica del receptor D2 predomina en esta condición. Todos estos efectos fueron 

reversibles. Los experimentos sugieren que la transmisión subtálamo-nigral está 

continuamente controlada por la dopamina liberada por las neuronas 

dopaminérgicas vecinas. Estos resultados también muestran que, las terminales 

que hacen sinapsis sobre una misma neurona de la SNr pueden tener ambas 

clases de receptor, D1 y D2.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Actividad constitutiva de los receptores 

dopaminérgicos presinápticos. A: Curso temporal de 

las acciones secuenciales de los antagonistas de las 

clases D2, sulpiride (1µM), y D1, SCH 23390 (1 µM) sobre 

la amplitud de la EPSC. Los trazos superiores ilustran 

registros obtenidos a diferentes momentos del curso 

temporal. B: Histograma que resume los experimentos de 

una muestra experimental (*P <0.01). 
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También se agregaron de manera secuencial los agonistas de las clases D1 y D2 

para observar sus acciones sobre la RPP. En el ejemplo de la figura 20 se observa 

que el agonista D1, SKF-38393 (1 µM), cambió la tasa de las respuestas a los 

pulsos pareados de facilitación sináptica en la condición control (Fig. 20A; arriba) a 

depresión sináptica durante la acción D1 (Fig. 20A; en medio). La adición 

subsiguiente de quinpirole (1 µM), en la presencia continua de SKF 38393, redujo 

de nueva cuenta los eventos sinápticos así como la depresión sináptica (Fig. 20A; 

abajo). Esto es, ambos agonistas pueden actuar simultáneamente modulando la 

probabilidad de liberación. Un experimento similar se realizó con fijación de 

corriente para observar si estas acciones pueden influir en el disparo neuronal. 

Note que la acción D1 cambia la amplitud del potencial sináptico de sub a 

supraumbral provocando tres disparos, mientras que la acción D2 subsiguiente 

regresa la respuesta a niveles subumbrales (Fig. 20C). Estos es, la dopamina 

controla las conexiones sinápticas subtálamo-nigrales, controlando la salida de los 

ganglios basales. 

 

 

 

 

 

Figura 20. Los receptores de las clases D1 y D2 

situados en las terminales subtálamo-nigrales 
controlan la salida de las neuronas nigrales SNr. A: 

Respuestas a un par de estímulos: la facilitación sináptica 

control (1) se convierte en depresión sináptica después de 

adicionar 1 µM de SKF-38393 (2). Esta depresión se pierde 

después de añadir 1 µM de quinpirole (3). B: Sobreposición 

de los trazos en A2 y 3. C: En fijación de corriente la 

activación del receptor D1 transformó el evento sináptico 

de sub (1) a supraumbral (2). La adicción subsiguiente de 

quinpirole regresó el evento a ser subumbral (3). 
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Capitulo 7 
 
 
Discusión de la parte presináptica 
 
Los resultados muestran que la dopamina en la sustancia negra reticular controla 

la excitación glutamatérgica proveniente del núcleo subtálamico a nivel 

presináptico. Esto lo hace a través de receptores de las clases D1 (D1 y/o D5) y 

D2 (D2, D3 y/o D4). Los receptores de la clase D1 facilitan la transmisión sináptica 

excitadora subtálamo-nigral, mientras que los receptores de la clase D2 la 

reducen. Fisiológicamente, ambos receptores pueden estar activados de manera 

simultánea, predominando uno o el otro, dependiendo de la concentración de 

dopamina en el espacio extracelular. De manera interesante, una parte importante 

de la acción excitadora que ejerce el núcleo subtalámico sobre la sustancia negra 

reticular es mediada a través de los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA. 

Además, las neuronas de la sustancia negra reticular exhiben una región de 

conductancia con pendiente negativa en su relación corriente - voltaje (I-V). La 

unión de ambos factores sugiere que estas neuronas poseen la capacidad 

intrínseca para disparar tónicamente (tienen corrientes de marcapaso) por lo que 

bastaría un incremento ligero en la excitación para que esta capacidad se exprese, 

generando quizá, una gran variedad de patrones temporales de disparo. Estos 

primeros hallazgos de la primera parte de la tesis nos llevaron a tratar de confirmar 

dichas hipótesis, por lo que fuimos a demostrar que, de hecho, la adición del 

agonista glutamatérgico NMDA, basta para que las neuronas de la SNr cambien 

su patrón temporal de disparo de uno tónico a otro oscilatorio en forma de ráfagas; 

ver capitulo 8. 
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Control dopaminérgico de la vía subtálamo-nigral a nivel 
presináptico. 
 

Para una descripción más completa de estos Resultados véase el trabajo 

publicado adjunto: Ibáñez-Sandoval et al. (2006). 

 

Trabajos previos han mostrado que el protocolo de pulsos pareados es un 

método confiable para demostrar que una modulación de la transmisión sináptica 

acontece a nivel presináptico (e. g., Dunwiddie y Haas, 1985; ver Kamiya y Zucker, 

1994; Zucker, 1999). Por ejemplo, este protocolo ha demostrado que el sitio de 

acción de los receptores a dopamina de las clases D1 y D2 es a nivel presináptico 

en varios núcleos de los ganglios basales tales como: a) las sinapsis que 

interconectan a las neuronas de proyección del estriado mediante sus colaterales 

axónicas locales (Guzmán et al., 2003; Salgado et al., 2005), b) la entrada 

sináptica a las interneuronas colinérgicas del estriado (Pisani et al., 2000; 

Momiyama y Koga, 2001), c) la transmisión excitadora que llega a las neuronas 

dopaminérgicas del área ventral tegmental (Koga y Momiyama, 2000), o d) la 

transmisión inhibidora estrio-nigral (Radnikow y Misgeld, 1998) o estrio-palidal 

(Cooper y Stanford, 2001). 

 

En muchos casos, se han usado protocolos adicionales al de los pulsos 

pareados para demostrar la modulación presináptica, tales como: a) el análisis de 

la frecuencia de los eventos cuánticos y/o espontáneos de la transmisión 

GABAérgica estrio-palidal (Cooper y Standford, 2001), b) métodos de biología 

molecular, usando ratones KO y lesionando con 6-OH-dopamina, c) métodos de 

fluorescencia en la transmisión cortico-estriatal (Bamford et al. 2004; Tang et al., 

2001), etc. En el presente trabajo, decidimos emplear, además de los pulsos 

pareados, el análisis “varianza-amplitud” propuesto por Clements y Silver (2000). 

Encontramos que ambos protocolos coinciden en demostrar un sitio presináptico 

para los receptores dopaminérgicos. 
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Nuestros resultados mostraron que la activación de receptores a dopamina 

del tipo D1 facilitan, mientras que la activación de receptores del tipo D2 deprimen, 

la transmisión sináptica excitadora subtálamo-nigral sobre las neuronas 

GABAérgicas de la SNr. 

 

Este resultado contrasta con el encontrado en las terminales 

glutamatérgicas corticales que sólo presentan receptores de la clase D2 (Bamford 

et al., 2004; Cepeda et al., 2001; Flores-Hernández et al., 1997; Hernández-

Echeagaray et al., 1998; Tang., 2001) y enseña que la distribución de los 

receptores a dopamina es selectiva, pues no todas las terminales excitadoras 

poseen ambas clases de receptor. 

 

Las terminales de las colaterales axónicas que interconectan a las neuronas 

de proyección del neostriado también pueden poseer ambas clases de receptor a 

dopamina (Guzmán et al., 2003). Sin embargo, es probable que en ese caso los 

receptores estén segregados en diferentes terminales: los de la clase D2 en las 

terminales de las neuronas que componen la “vía indirecta” (o estrio-palidal que se 

continua con la vía pálido-subtalámo-nigral; de ahí el nombre de indirecta), y los 

de la clase D1, en las terminales de las neuronas que componen la “vía directa” 

(estrio-nigral) (Gerfen et al., 1990). No sabemos si exista segregación en el caso 

de las terminales subtálamo-nigrales, último paso de la vía indirecta, lo que tendría 

que investigarse más adelante (e. g., utilizando EPSCs provocadas con 

estimulación mínima). 

 

En el presente trabajo nos limitamos a demostrar que la misma neurona 

postsináptica recibe contactos de aferentes con cualquiera de las dos clases de 

receptor, resultado semejante al obtenido en las neuronas del neoestriado 

(Guzmán et al., 2003). Sin embargo, a diferencia de las neuronas de proyección 

del neoestriado, está comprobado que muchas neuronas del subtálamo sí poseen 

ambas clases de receptor a dopamina (D1 y D2) (Baufreton et al., 2003; Ciliax et 
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al., 2000; Flores et al., 1999; Hurd et al., 2001; Khan et al., 2000; Svenningsson y 

Le Moine, 2002). 

 

Importancia fisiológica. 
 

Aunque es bien sabido que el núcleo subtalámico (NST) es la principal entrada 

excitadora de las neuronas de proyección de la SNr (Bevan et al., 1994a, 1994b; 

Iribe et al., 1999; Kita y Kitai, 1987; Robledo y Feger, 1990), no podemos descartar 

otras aferentes excitadoras provenientes, por ejemplo, del tallo cerebral. 

 

Se ha mostrado que la estimulación del núcleo subtalámico aumenta la 

liberación de dopamina en la SNr (Falkenburger et al., 2001; Johnson et al., 1992; 

Mintz et al., 1986; Rosales et al., 1994, 1997). Esto se debe a que el subtálamo 

también excita a las neuronas dopaminérgicas de la SNc (Iribe et al., 1999; 

Kanazawa et al., 1976; Smith y Grace, 1992) y que estas últimas liberan dopamina 

de sus dendritas situadas en la SNr (Cheramy et al., 1981; Falkenburger et al., 

2001; Geffen et al., 1976), además de que, como mostramos en la primera parte 

de esta tesis, hay neuronas dopaminérgicas localizadas en la misma SNr. La 

dopamina liberada en la SNr puede, a su vez, activar receptores presinápticos de 

las vías subtálamo-nigral (este trabajo) y estrio-nigral (Floran et al., 1990; 

Radnikow y Misgeld, 1998). Así esta dopamina controlaría, la actividad de las 

neuronas de la SNr, pues controla sus entradas aferentes. 

 

Se sabe que las neuronas de la SNr pueden controlar el disparo de las 

neuronas de la SNc (Tepper et al., 1995). Por lo tanto, estamos ante una compleja 

red de interconexiones que forman la base de un circuito que regula la salida de 

los ganglios basales. Las neuronas dopaminérgicas disparan tónicamente a baja 

frecuencia dando una liberación basal de dopamina más bien baja, lo que 

favorecería la activación de los receptores de la clase D2. Pero ante ciertos 

estímulos relevantes o salientes, las neuronas de la SNc pueden disparar en 

ráfagas o aumentar ligeramente su frecuencia de disparo (Pucak y Grace, 1994; 
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Romo y Schultz, 1985; Toan y Schultz, 1985). Esto aumentaría los niveles de 

dopamina, lo que favorecería la activación de los receptores de la clase D1. Estos 

cambios determinarían cuáles receptores presinápticos se activarían de manera 

preferencial. 

 

La presencia de los receptores de la clase D1 en las aferentes subtálamo-

nigrales puede explicar algunos datos contradictorios en la literatura. Así, la 

aplicación iontoforética del agonista de la clase D1 (SKF-38393) dentro de la SNr, 

incrementa el disparo de las neuronas de la SNr (Martin y Waszczak, 1994), 

sugiriendo que la acción del receptor de la clase D1 en la vía subtálamo-nigral 

predomina en esta situación (vía indirecta). Sin embargo, es sabido que si el SKF-

38393 es administrado por vía sistémica, se reprime el disparo de las neuronas de 

la SNr (Weick et al., 1990), sugiriendo una predominancia del receptor de la clase 

D1 de la vía estrio-nigral (vía directa) (Floran et al., 1990; Hernández-López et al., 

1997; Radnikow y Misgeld, 1998). Es más, los efectos inhibidores de la 

administración sistémica del agonista D1 en el disparo de las neuronas de la SNr 

pueden ser potenciados por una co-administración del agonista D2 (Weick y 

Walters, 1987a, b). Nuestros resultados muestran que esta acción sinérgica puede 

resultar de la inhibición simultánea de la entrada subtálamo-nigral (vía indirecta) 

debido a la activación de sus receptores de la clase D2. 

 

Por otro lado, se ha sugerido que los receptores de la clase D1 presentes 

en las terminales subtálamo-nigrales (vía indirecta) son tal vez del tipo D5 

(Baufreton et al., 2003; Ciliax et al., 2000; Khan., 2000; Svenningsson y Le Moine, 

2002). En concordancia con esto, se ha reportado que los receptores de tipo D5 

tienen un efecto opuesto al de los receptores de tipo D1 en la locomoción. Los D5 

reprimen los movimientos (Dziewczapolski et al., 1998) mientras los D1 los 

estimulan. La acción de los agonistas de la clase D1 en las neuronas del NST es 

la de facilitar un patrón de disparo en ráfagas de potenciales de acción (Baufreton 

et al., 2003). Esta acción conduciría a un incremento en el disparo de las neuronas 

de la SNr, lo que inhibiría los movimientos. 
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La contribución de los receptores de tipo NMDA en la excitación 
de la SNr mediada por la vía subtálamo-nigral. 
 

En estos experimentos estimulamos la vía subtálamo-nigral con un electrodo en el 

NST mientras registramos en neuronas de la SNr (ver Material y Métodos). Es de 

llamar la atención que el bloqueo de los receptores AMPA/kainato con CNQX no 

bloquea completamente la EPSC provocada a -80 mV en las neuronas de la SNr. 

En otras palabras, en estas neuronas no se necesita despolarizar mucho para 

tener activos a los receptores NMDA (ver Maccaferri y Dingledine, 2002), en 

contraste con otras sinapsis (Bonci y Malenka, 1999; Kita, 1996; Koga y 

Momiyama, 2000; Zhu et al., 2004). La administración subsiguiente del 

antagonista de los receptores NMDA, el AP-5, es capaz de bloquear toda la EPSC 

que no es bloqueada por el CNQX. Esta particularidad, aunada a la presencia de 

una región de conductancia con pendiente negativa en la relación I-V, nos hizo 

pensar que estas neuronas deben de ser propensas a oscilar ante entradas 

excitadoras mínimas, además de mantener un disparo tónico (Beurrier et al., 

1999). También nos hizo recordar que en muchos circuitos, basta agregar una 

concentración fisiológica del agonista NMDA, para generar disparo espontáneo, en 

ráfagas rítmicas, e.g., la locomoción ficticia (Bertrand y Cazalets, 1999; Enomoto 

et al., 2002; Guertin y Hounsgaard, 1998; 1998a; 2006; Jean, 2001; Kiehn, 2006; 

Johnson et al., 1994; Tell y Jean, 1993; Vergara et al., 2003; Wallén y Grillner, 

1987). 

 

En uno de los modelos más utilizados para explicar la fisiología de la 

enfermedad de Parkinson, se dice que ocurre una sobreactivación de la vía 

indirecta (cuyo último paso es la vía subtálamo-nigral) y una represión de la vía 

directa (estrio-nigral). Se nos ocurrió que podríamos simular estos cambios en el 

tejido normal (SNr), in vitro, utilizando al agonista NMDA para mimetizar la 

sobreactivación de la vía indirecta, y bicuculina para mimetizar la represión de la 

vía directa. Si nuestra hipótesis que postula una propensión a oscilar en las 

neuronas de la SNr es cierta, entonces deberíamos de observar las oscilaciones 
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de manera aguda, en el tejido normal, con cualquiera de las dos maniobras. 

Nótese que si esto es así, estaríamos ante la aparición de un generador central 

patológico, como postula el modelo de las oscilaciones de la enfermedad de 

Parkinson. 
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Capitulo 8 
 
 
Resultados 

(parte 2) 
 

Si la primera parte de los resultados versa sobre la modulación presináptica de la 

vía subtálamo-nigral, la segunda parte de los resultados constituye un estudio 

experimental sobre la regulación postsináptica de la misma vía. Se trata de un 

análisis de los patrones temporales de disparo en las neuronas de la SNr. 

 

Junto con el GPi (NEp), la SNr es el principal núcleo de salida de los 

ganglios basales en los mamíferos (Albin et al., 1989; Mink, 1996; Smith et al., 

1998; Boraud et al., 2002; Takakusaki et al., 2004). Se compone de neuronas 

GABAérgicas de proyección y la mayoría de estás es inmunoreactiva a 

parvalbúmina (Gerfen et al., 1985; González-Hernández y Rodríguez, 2000; 

Hontanilla et al., 1997; Parent et al., 1996; Rajakumar et al., 1994). Estas 

neuronas proyectan la mayor parte de sus axones al tálamo, a los llamados 

núcleos premotores del mismo, que establecen conexiones recíprocas con las 

áreas premotoras y motoras de la corteza cerebral. Esta es la principal proyección 

que manda el resultado de los procesamientos ocurridos en los ganglios basales, 

hacia las áreas corticales que controlan los movimientos voluntarios (inicio de la 

vía piramidal) (Albin et al., 1989; Bolam et al., 2000; Mengual et al., 1999; Mink, 

1996; Obeso et al., 2002; Smith et al., 1998). Pero además, las neuronas de la 

SNr proyectan a diversos núcleos mesencefálicos tales como: los núcleos 

pedúnculo pontinos, NPP; el colículo superior, CS; y la formación reticular, FR 

(Jiang et al., 2003; Smeets et al., 2000; Takakusaki et al., 2004; Tsumori et al., 

2002), lo que indica que los ganglios basales también ejercen control sobre los 

reflejos involuntarios que regulan el tono muscular y la postura (vía 

extrapiramidal). Así, otro de los signos cardinales del fallo en los ganglios basales, 

como por ejemplo en la enfermedad de Parkinson, es la rigidez muscular. 
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La actividad de las neuronas de la SNr se correlaciona con los movimientos 

de los músculos del cuello, cara y ojos (Jiang et al., 2003; Takakusaki et al., 2004) 

así como con el tono muscular y el equilibrio (Mori, 1987; Rossignol, 1996; 

Takakusaki et al., 2004). Aunque la mayoría de las fibras de la vía piramidal se 

dirige a las interneuronas de la médula espinal, una minoría de fibras en el primate 

tiene conexiones directas con las motoneuronas de manos y dedos. En 

consecuencia, una de las manifestaciones de la enfermedad de Parkinson es el 

temblor en reposo de manos y dedos (Bergman et al., 1994). En las ratas con 

enfermedad de Parkinson el temblor se presenta en las mandíbulas (Salamone et 

al., 1998).  

 

En la frontera del conocimiento actual sobre los ganglios basales existen 

dos modelos que intentan describir su funcionamiento normal y patológico (ver 

Discusión). Ambos modelos postulan a la SNr como núcleo de salida. Uno de ellos 

es el modelo conocido como de “tasa de disparo” (rate model) (Albin et al., 1989; 

Mink, 1996; Obeso et al., 2000, 2002; Smith et al., 1998) y otro es el modelo 

llamado “oscilatorio” (oscillatory model), que trata de explicar por qué, en la 

enfermedad de Parkinson, varios de los ganglios basales presentan oscilaciones 

rítmicas en el disparo de sus neuronas (Bergman et al., 1994; Bevan et al., 2002; 

Hutchison et al., 2004; Plenz y Kitai, 1999; Ruskin et al., 1999, 2003; Walters et al., 

2007). 

 

Por razones que se discutirán más adelante (ver capitulo 9), ambos 

modelos son, actualmente, incompatibles. Además, postulan hipótesis muy 

diferentes acerca de lo que debería ser el comportamiento eléctrico de las 

neuronas de la SNr en condiciones patológicas, como por ejemplo, en la 

enfermedad de Parkinson. Si tomamos el caso del modelo de tasa de disparo, 

este postula que las neuronas de la SNr deben de estar sobreexcitadas por una 

acción disminuida de la vía estrio-nigral inhibidora, llamada también “directa”, y 

una sobreactivación de la vía subtálamo-nigral excitadora, sinapsis final de la 

llamada vía “indirecta”. La sobrexcitación de las neuronas de salida de la SNr 
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llevaría a un exceso de inhibición en la salida de los ganglios basales hacia los 

circuitos tálamo-corticales promotores o del movimiento (Albin et al., 1989; Mink, 

1996; Obeso et al., 2002; Smith et al., 1998), y por lo tanto, se explicaría la 

acinesia. A su vez, la rigidez se explica por las acciones de las neuronas de la SNr 

en los núcleos del tallo, como por ejemplo, la formación reticular pontina. Sin 

embargo, este modelo no explica el temblor en reposo. Este es explicado por el 

modelo oscilatorio. En contraste con el modelo anterior, este modelo no predice 

una sobreactividad de las neuronas de la SNr. Lo que sí predice es un disparo 

oscilatorio en ráfagas con frecuencias alrededor de la banda θ (4-12 Hz), debido a 

la expresión de actividad de los central pattern generators temporales de disparo 

(CPGSs) (Brown, 2006; Hutchinson et al., 2004; Ruskin et al., 1999, 2003). 

 

Debido a estos antecedentes conflictivos, nos interesamos en los 

mecanismos que generan los patrones temporales de disparo que las neuronas de 

la SNr exhiben o pueden exhibir bajo ciertas condiciones experimentales. ¿Cuál 

de los dos modelos es el correcto? ¿Se podrá hacer que congenien? 

 

Así, decidimos realizar los siguientes experimentos: 1) mimetizar, in vitro, 

las condiciones que el modelo de tasa de disparo postula para las aferentes de las 

vías directa e indirecta que llegan a la SNr. Esto es, inducir una sobrexcitación de 

la “vía indirecta” y/o una disminución de la “directa”. En cuyo caso, tratamos de 

observar cual es el efecto que estas manipulaciones tienen sobre el disparo de las 

neuronas de la SNr. 2) En caso de que el patrón temporal de disparo se 

modificara, tratamos de descubrir cuáles son los mecanismos iónicos que 

subyacen a ese disparo.  
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8.1 Actividad espontánea de las neuronas GABAérgicas 
de proyección de la sustancia negra reticular. 
 
El 90 % (n = 70) de las neuronas GABAérgicas de proyección de la sustancia 

negra reticular registradas in vitro, exhiben disparo espontáneo de potenciales de 

acción cuando se registran en la modalidad de fijación de corriente y en rebanadas 

sagitales del cerebro de rata (Fig. 21, 1A; ver también: Atherton y Bevan, 2005; 

Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 1997). La frecuencia basal del disparo 

espontáneo fue de 10 ± 2 Hz con un umbral de disparo de –46 ± 0.5 mV (Fig. 21, 

2A). La duración de los potenciales de acción fue de 0.87 ± 0.02 ms (n = 35) 

medida a la amplitud media. El disparo espontáneo fue de carácter tónico y  

regular, como se muestra en el histograma de los intervalos entre las espigas (Fig. 

21, 1B), así como en el diagrama de Poincaré para los mismos intervalos (Fig. 21, 

2B). El coeficiente de variación fue de 0.11 ± 0.01, lo que indica bastante 

regularidad. 

 

El 65% de estas neuronas (Fig. 21C) fueron inmunoreactivas contra 

parvalbúmina (Gerfen et al., 1985; González-Hernández y Rodríguez, 2000; 

Hontanilla et al., 1997; Parent et al., 1996; Rajakumar et al., 1994), mostrando que 

son GABAérgicas de proyección. 

 

El 11% de las neuronas registradas presentaron transiciones espontáneas en su 

potencial de membrana. Estas transiciones eran en sentido hiperpolarizante y se 

acompañaban de un cambio en el patrón temporal de disparo que pasaba de ser 

de tónico a ráfagas (bursts). La neurona podía residir por varios minutos en 

cualquiera de estos dos modos de disparo (Fig. 22A). La frecuencia media del 

disparo de los PAs intra-ráfagas de 12 ± 0.9 Hz (rango: de 2.5 ± 0.2 a 34 ± 5 Hz). 

La frecuencia de las ráfagas (entre-ráfagas) fue de 0.07 ± 0.01 Hz. Las curvas I-V 

(Fig. 22, 2B) tomadas en fijación de voltaje (Fig. 22, 1B) muestran que estas 

neuronas poseen una zona de conductancia con pendiente negativa (ZCPN) con 

tres cruces en el eje del voltaje así como rectificación entrante dependiente de 

voltaje. Esto explica el disparo espontáneo y en ráfagas, también llamado 
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biestable, en el cual el potencial de membrana reside en uno de dos potenciales 

de membrana: un estado hiperpolarizado, inactivo, o “down state”, y un estado 

despolarizado, activo, o “up state” (Hsiao et al., 1998; Schiller y Schiller, 2001; 

Vergara et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Actividad espontánea de las neuronas de la sustancia negra reticular. A: Trazo de 

voltaje que muestra la actividad espontánea (1). En (2) el diagrama de fase muestra el cambio del 

potencial de membrana (dV/dt) contra el mismo potencial de membrana (HP; postpotencial 

hiperpolarizante, PAumb; umbral del disparo, dV/dtmax; tasa máxima de subida del PA, y PApico; es el 

valor máximo del PA). B: El histograma de los intervalos entre-espigas en (1) es monomodal. Del 

mismo modo, la regularidad de estos intervalos es manifiesta cuando se grafican unos contra los 

subsisguientes (2). C: Inmunicitoquímica de una neurona llenada con biocitina (1) e inmuno-

positiva a parvalbúmina (2). La superposición se muestra en 3. 
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Sin embargo, muchas neuronas registradas no presentaron ZCPN en su 

curva I-V, mientras que en otras la ZCPN no presentaba los cruces en el eje del 

voltaje que dan las propiedades biestables. Por lo tanto la pregunta original se 

convirtió en la siguiente: si aumentamos el nivel de excitabilidad, mimetizando la 

sobreactividad de la vía indirecta postulada para la enfermedad de Parkinson, 

¿qué le sucede a la ZCPN de la curva I-V?, ¿se favorecerá la biestabilidad? Este 

parece ser el caso (ver Fig. 23, 2B). 

 

8.2 La sobrexcitación de las neuronas de la sustancia 
negra reticular favorece el modo de disparo en ráfagas. 
 
Al mimetizar la sobrexcitación de la vía indirecta con NMDA (vía subtálamo-nigral) 

facilitó el disparo en ráfagas (Fig. 23). Este resultado era, en parte, esperado, pues 

la adición del agonista glutamatérgico NMDA en el medio de superfusión es el 

componente de un protocolo ampliamente utilizado en otros circuitos para producir 

los así llamados estados de  “locomoción ficticia”, “nado ficticio”, “deglución 

ficticia”, etc. (Bertrand y Cazalets, 1999; Enomoto et al., 2002; Guertin y 

Hounsgaard, 1998; 1998a; 2006; Kiehn, 2006; Jean, 2001; Johnson et al., 1994; 

Tell y Jean, 1993; Vergara et al., 2003; Wallén y Grillner, 1987). De esta manera, 

al administrar 10 µM de NMDA (agonista de los receptores a glutamato tipo 

NMDA) a la solución de registro para producir sobreactivación de las neuronas de 

la SNr, se favoreció también la ZCPN y los cruces en el eje del voltaje facilitando 

el modo de disparo oscilatorio en ráfagas (Fig. 23). He aquí entonces la primera 

evidencia experimental directa de que ambos modelos, el de tasa de disparo y el 

oscilatorio, pueden congeniar. La sobreactividad de la vía indirecta hizo ambas 

cosas: 1) aumentó la frecuencia de disparo intra ráfagas a una media de 23 ± 2 Hz 

(rango: de 8 ± 2 Hz a 52 ± 4 Hz), lo que fue significativo (n = 15; P <0.05, 

comparando a las neuronas que oscilan de manera espontánea con las que 

oscilan después de NMDA; prueba U de Mann-Whitney) y 2) sorpresivamente, la 

frecuencia entre las ráfagas no cambió significativamente: 0.08 ± 0.01 Hz. 
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Figura 22. Cambios espontáneos en el patrón temporal de disparo en las neuronas de la 

SNr. A: Obsérvese como el disparo espontáneo tónico sufre una transición espontánea hacia el 

disparo en ráfagas después de una ligera hiperpolarización. B: Se ilustran las corrientes (1) en 

respuesta a comandos de voltaje hiper y despolarizantes. En (2) se muestra la curva I-V obtenida 

de los trazos en (1). Obsérvese la ZCPN con los tres cruces en el eje del voltaje indicativos de 

propiedades biestables endógenas. 

 

También observamos que al mimetizar la sobre-excitación de la vía 

indirecta mediante el agonista glutamatérgico facilitó la aparición de ráfagas más 

robustas, aun si se partía de un potencial de membrana en el que el disparo 

espontáneo estaba abolido (-70 mV). 
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Figura 23. La sobrexcitación de las neuronas de la SNr favorece el modo de disparo en 

ráfagas y la zona de conductancia con pendiente negativa (ZCPN) en la curva I-V. A: Trazo de 

voltaje que muestra la actividad espontánea (trazo superior), que a un potencial ligeramente 

hiperpolarizado (-70 mV) se abole el disparo espontáneo (control), sin embargo, este se induce de 

nuevo, pero en el modo de disparo en ráfagas al aplicar el agonista glutamatérgico NMDA (10 µM). 

B: En (1) se muestra corrientes en respuesta a comandos de voltaje hiper y despolarizantes. Los 

símbolos indican donde se tomaron los valores para obtener la curva I-V. Las curvas I-V en (2) 

muestra el control (círculos vacíos) y después de aumentar la excitabilidad con NMDA (círculos 

llenos) el agonista glutamatérgico incrementa de la ZCPN (ver Schiller y Schiller, 2001). 
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8.3 La depresión de la inhibición sobre las neuronas de 
la sustancia negra reticular favorece el modo de disparo 
en ráfagas. 
 
La figura 24 muestra que la depresión en la entrada inhibidora sobre las neuronas 

de la SNr (añadiendo 10 µM de bicuculina al baño), realizada para mimetizar la 

disminución en la fuerza de la vía directa postulada para la enfermedad de 

Parkinson, también facilitó el disparo en el modo de ráfagas (Fig. 24A), así como 

la ZCPN y los cruces en el eje del voltaje. En esta condición, mimetizamos la 

sobrexcitación de la vía indirecta y da como resultado que el disparo en ráfagas 

sea más robusto (Fig. 24A) y en el mismo sentido, la ZCPN incrementa aún más 

(Fig. 24B). Esto es, los dos postulados fisiopatológicos del modelo tasa de disparo 

para explicar la enfermedad de Parkinson, la sobrexcitación y la disminución en la 

inhibición, llevan a la misma consecuencia: la generación de un patrón temporal 

de disparo en ráfagas o de disparo oscilatorio, que es lo que predice el modelo de 

las oscilaciones y que explica en parte el temblor en reposo. 

 

En resumen, los resultados sugieren que ambos modelos, el de tasa de disparo y 

el oscilatorio pueden congeniar, pues precisamente los postulados del modelo de 

tasa de disparo: la sobrexcitación producto del aumento de actividad de la vía 

subtálamo-nigral, última sinapsis de la vía indirecta, y la depresión de la inhibición, 

o de la vía directa, conllevan a un ligero pero significativo aumento en la actividad 

de las neuronas de salida, y más importante, a la generación de un patrón 

temporal de disparo oscilatorio o en ráfagas, que es lo que predice el modelo 

oscilatorio. 

 

En vista de estos resultados, los siguientes experimentos se hicieron con el 

objetivo de empezar a desentrañar cuáles son los mecanismos iónicos del disparo 

en ráfagas, pues podría suceder que este disparo, presente en los núcleos de 

salida del paciente parkinsoniano (Bergman et al., 1994; Bevan y Wilson, 1999; 

Cassidy et al., 2002), posea un mecanismo de generación potencialmente 

alterable modificando algunas conductancia iónicas intrínsecas a las neuronas de 
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salida. Esto abriría nuevas estrategias terapéuticas. Actualmente este disparo es 

modificado sólo con procedimientos quirúrgicos, tales como la estimulación 

profunda de alta frecuencia (Benazzouz et al., 2000; Degos et al., 2005; Levy et 

al., 2000; Limousin et al., 1998; Maurice et al., 2003; Pralong et al., 2002; Windels 

et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24. La depresión de la entrada inhibidora hacia las neuronas de la SNr favorece el 

disparo en ráfagas, así como la ZCPN en la I-V. A: Trazo de voltaje que muestra el disparo 

espontáneo tónico (control). A un potencial ligeramente hiperpolarizado (-70 mV), el disparo en 

ráfagas es favorecido al aplicar el antagonista GABAérgico bicuculina (10 µM), sin embargo, el 

disparo oscilatorio y en ráfagas se robustece si aplicamos en esta condición el agonista 

glutamatérgico NMDA (10 µM). B: En (1) corrientes en respuesta a comandos de voltaje hiper y 

despolarizantes. Los símbolos indican donde se tomaron los valores para obtener la curva I-V. Las 

curvas I-V en control (círculos vacíos), después de bloquear la entrada inhibidora con bicuculina 

(círculos llenos) muestra un incremento en la ZCPN (2), que se ve favorecida aún más luego de 

incrementar la excitabilidad con NMDA (círculos grises) (ver Schiller y Schiller, 2001 y Yuan et al., 

2004). 
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8.4 Mecanismos iónicos del modo de disparo en ráfagas. 
 
Decidimos utilizar el protocolo de sobrexcitación de las neuronas de la SNr con el 

agonista glutamatérgico NMDA para reproducir de manera consistente y robusta el 

modo de disparo en ráfagas y así estudiar sus mecanismos iónicos. Este protocolo 

se ha utilizado en los circuitos de otros sistemas para inducir ritmicidad autónoma 

(en ausencia de estimulación) y disparo oscilatorio en ráfagas en los centros 

generadores de patrones temporales de disparo (CPGs= central pattern 

generators) de la médula espinal, el tallo cerebral, el NST, la SNc, el estriado y la 

corteza cerebral (Bertrand y Cazalets, 1999; Enomoto et al., 2002; Guertin y 

Hounsgaard, 1998; 1998a; 2006; Jean, 2001; Johnson et al., 1994; Kiehn, 2006; 

Paladini et al., 1999; Tell y Jean, 1993; Tseng y O´Donnell, 2004; Tseng et al., 

2006; Vergara et al., 2003).  

 

En presencia de NMDA (10 µM) en la superfusión, y después de la 

estimulación de campo en el NST (ver métodos), se logra un aumento en la 

excitación de las neuronas de la SNr caracterizado por la aparición del modo de 

disparo en ráfagas y el incremento de la ZCPN de la curva I-V (Figs. 25, 2A y 24, 

1B). En estas condiciones añadimos a la superfusión tetrodotoxina (TTX; 1 µM) 

para observar la contribución de las corrientes de sodio en estas oscilaciones. La 

TTX bloqueó los PAs rápidos pero dejó al descubierto unas oscilaciones lentas del 

potencial de membrana, en forma de mesetas despolarizantes, que parecen 

subyacer a las ráfagas. Estas mesetas exhibían una menor frecuencia que la de 

las ráfagas mismas, pero presentaban regularidad tanto en su frecuencia como en 

su amplitud (Fig. 25, 3A), así como un postpotencial hiperpolarizante de gran 

magnitud y duración entre meseta y meseta (Beurrier et al., 1999; Guertin y 

Hounsgaard, 1998a; Hsiao et al., 1998). La TTX disminuyó la amplitud de la ZCPN 

en la curva I-V en un 11 ± 1 % (Fig. 25, 2B), sugiriendo la participación de 

corrientes persistentes de sodio en la composición de las mesetas y por lo tanto, 

de las ráfagas. 
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En vista de que las oscilaciones que subyacen al disparo en ráfagas fueron 

resistentes a la TTX, utilizamos el bloqueador de los canales de calcio de alto 

umbral de activación, calcicludina (50 nM o concentración saturante), en la 

presencia continua de 10 µM de NMDA + 1 µM TTX. La calcicludina bloquea todos 

los canales de calcio del tipo HVA, tales como los L, N, P/Q y R (Kochegarov, 

2003; Nishio et al., 1999; Schweitz et al., 1994; Stotz et al., 2000). La acción de la 

calcicludina fue la de reducir la duración de las mesetas, así como la magnitud del 

postpotencial entre las mismas, lo que parece aumentar su frecuencia (Fig. 25, 

4A). La curva I-V en presencia de calcicludina mostró una disminución en la 

amplitud de la ZCPN de un 51 ± 3.4% (n = 6; P < 0.01; T de Wilcoxon; Fig. 25, 

3B). Esto sugiere que las corrientes de calcio de alto umbral de activación (HVA) 

participan en la composición de la meseta que subyace a las ráfagas. Sin 

embargo, como las mesetas siguen apareciendo llegamos a la conclusión que ni 

los canales de calcio HVA, ni los canales de sodio, son la causa de su generación, 

si no que simplemente forman parte de ellas después de que otra conductancia 

iónica las ha generado. 

 

Para saber si los canales de calcio de bajo umbral de activación (LVA o 

canales T) eran la causa de generación de las mesetas que subyacen al disparo 

en ráfagas, añadimos 40 µM de NiCl2, a la superfusión (en presencia continúa de 

TTX, NMDA y calcicludina). En estas condiciones, las mesetas fueron abolidas (n 

= 6; Fig. 25, 5A) perdiendo la neurona su capacidad de oscilar espontáneamente. 

No sólo eso, la ZCPN de la curva I-V desapareció por completo quedando una 

curva I-V con un solo cruce en el eje del voltaje (Fig. 25, 4B). Cabe mencionar que 

el mibefradil, un bloqueador de los canales de calcio tipo T (Martín et al., 2000) 

tuvo los mismos efectos que el níquel (datos no mostrados). 

 

Este resultado sugiere que el modo de disparo en ráfagas que presentan 

las neuronas de la SNr tiene un mecanismo complejo: la oscilación se genera por 

la activación de una conductancia de calcio de tipo T, pero es sostenida y 

prolongada por conductancias de calcio HVA y, en menor grado, por 
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conductancias de sodio. Por último, sobre las mesetas (up state) se disparan las 

ráfagas de espigas de sodio en condiciones fisiológicas. 

 

Reportes previos sugieren que algunas de las neuronas de la SNr, 

expresan la subunidad α1H (Talley et al., 1999) de los canales de calcio tipo T. Se 

ha mostrado también que está subunidad (Lee et al., 1999) es más susceptible al 

bloqueo por Ni2+ (∼12 µM), que las subunidades α1G y α1I. Las concentraciones 

relativamente bajas de NiCl2 empleadas en el presente trabajo (40 µM) para 

bloquear las oscilaciones nos permitieron hipotetizar que al menos un porcentaje 

de las neuronas GABAérgicas de la SNr deben de expresar la subunidad α1H de 

los canales de calcio tipo T. Para demostrar que efectivamente las neuronas que 

presentan disparo en ráfagas y mesetas de calcio poseen la subunidad α1H de los 

canales de calcio tipo T, realizamos experimentos de inmunocitoquímica (triple 

marcado; ver métodos). Por último, si de verdad el canal de calcio tipo T es el 

paso limitante para producir el disparo en ráfagas, entonces, estas deberían 

abolirse bloqueando exclusivamente dicho canal sin tener que bloquear primero 

los canales HVA. Este experimento se ilustra en la figura 26.  
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igura 25. Mecanismo iónico del modo de disparo en ráfagas A: En (1) se observa el disparo tónico 

n condiciones control, en (2) se observa el disparo en ráfagas después de agregar 10 µM al 

edio de superfusión y estimular en el NST, en (3) se muestra que la adición de 1 µM de TTX en 

resencia de NMDA bloquea los potenciales de acción pero no así las mesetas subyacentes a las 

fagas, en (4) se muestra que la adición subsiguiente de 50 nM de calcicludina  para bloquear los 

ales de calcio HVA reduce el tamaño y duración de las mesetas pero no las bloquea, en (5) se 

uestra que las mesetas se bloquean completamente cuando se adicionan 40 µM de NiCl2 para 

loquear los canales de calcio LVA (el mismo efecto tuvo el mibefradil). B: curvas I-V en fijación de 

oltaje para cada una de las condiciones: el control (1) ya exhibe una ZCPN (círculos vacíos), la 

ual aumenta cuando se adiciona el NMDA (círculos llenos), en (2) la ZCPN se reduce ligeramente 

l añadir 1 µM de TTX (cuadrados vacíos). La adición de 50 nM de calcicludina (cuadrados llenos) 

(3) indica que alrededor de un 50% de la ZCPN depende de canales de calcio HVA. La ZCPN 

 abolida después de 40 μM NiCl2 (4). 

F

e

m

p

rá

can

m

b

v

c

a

en 

es totalmente

Instituto de Fisiología Celular-UNAM. México, D. F. 86



Resultados 

Se observa de nuevo el disparo en modo de ráfagas después de añadir NMDA (10 

M) y como las mesetas que subyacen a las ráfagas permanecen después de 

ñadir TTX y bloquear las espigas de sodio (Figs. 26, 1A y 2A). Si ahora 

plicamos 40 µM de NiCl2 de manera directa, las mesetas que aparecen en forma 

scilatoria se abolen por completo al igual que la ZCPN de la curva I-V (Figs. 26, 

A y 2B). La Fig. 26, 4A muestra además que el bloqueo de los canales T es 

2

µ

a

a

o

3

reversible. La figura 26C también enseña que el diagrama de fase del disparo en 

ráfagas difiere del mostrado para el disparo tónico (Fig. 21, 2A), pues el de este 

último sólo presentaba una órbita cerrada, mientras que el disparo en ráfagas 

presenta dos órbitas entrelazadas (en negro y rojo), la trayectoria que corre por los 

valores más negativos en el eje del voltaje es la que corresponde a las mesetas 

despolarizantes que subyacen a las ráfagas. Esto muestra que la dinámica del 

disparo es diferente en cada uno de los modos, tónico o ráfagas, pues aparte de 

las conductancias presentes en el modo tónico, el modo en ráfagas posee otras 

más. Una de estas conductancias está representada por el canal de calcio tipo T 

tal y como se demuestra por inmunocitoquímica (Fig. 26D). De 11 neuronas que 

presentaron bloqueo de las mesetas despolarizantes con el NiCl , 10 de ellas 

(91%) fueron inmunoreactivas a los anticuerpos contra la subunidad α1H de los 

canales de calcio tipo T (Fig. 26, 3D). 
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Figu s. 

: En (1) se muestra el disparo en ráfagas en presencia de 10 µM de NMDA, en (2) se bloquean 

s PAs con TTX para dejar al descubierto las mesetas de calcio, en (3) se demuestra que basta la 

ón de 40 µM de NiCl2 para bloquear todo rastro de las mesetas y la ZCPN en las curvas I-V 

). C: El diagrama de fase del disparo en ráfagas muestra dos orbitas intersectadas, la órbita de la 

quierda representa la oscilación de las mesetas cálcicas y la de la derecha el disparo de 

otenciales de acción durante las mismas, que no difiere de la mostrada en la figura 21, 2A. Note 

s diferentes escalas para ambas órbitas. D: Inmunicitoquímica de una neurona llena con biocitina 

), que es parvalbúmina-positiva (2), y que mostró inmunoreactivad a la subunidad α1H (Cav3.2) 

s canales de calcio tipo T (3). La superposición (4) muestra que la misma neurona posee los 

es marcadores. 

ra 26. Los canales de tipo T son esenciales para generar las mesetas despolarizante
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Las diferentes escalas utilizadas para mostrar la intersección entre las dos órbitas 

aracterísticas del disparo en ráfagas se deben a la diferente amplitud relativa 

ntre ambos eventos: la órbita correspondiente a las mesetas ocupa el intervalo 

ub-umbral del potencial de membrana. Pero su intersección indica que una 

enera a la otra, esto es, las conductancias que generan las mesetas llevan al 

otencial de membrana a la zona del umbral de disparo para generar un tren de 

spigas. Claramente hay dos atractores entrelazados, cada uno está generado por 

n conjunto distinto de conductancias iónicas. Obsérvese además que la órbita 

rse que el disparo en ráfagas, en presencia de NMDA, es bastante 

mplitud 

ig. 27, 1B): un 34 ± 2% (de 18 ± 0.2 mV a 24 ± 0.3 mV; P < 0.0001; T de 

Wilcoxon), lo que explica en parte la disminución de la frecuencia, pues si el 

c

e

s

g

p

e

u

correspondiente a las mesetas alcanza potenciales muy negativos (< -90 mV). 

¿Cómo es entonces que regresa a la zona de activación de los canales T (≈ -65 

mV)? ¿Cómo es que se alcanzan valores tan negativos? Para contestar estas 

preguntas se realizaron los experimentos que se describen a continuación. 

 
8.5 Participación de canales catiónicos activados por 
hiperpolarización (HCN) en la generación del modo de 
disparo en ráfagas. 
 
Puede observa

regular a 0.06 ± 0.004 Hz dando origen a una oscilación rítmica (intervalos 

regulares) caracterizada por posthiperpolarizaciones inmediatamente después de 

cada ráfaga seguidas de un regreso estereotipado a la zona de activación de los 

canales T. Estos intervalos estereotipados hacen pensar en un potencial de 

marcapaso. Los potenciales de marcapaso son generalmente generados por los 

canales HCN. La frecuencia de los PAs sobre las mesetas (intra-ráfagas) es de 28 

± 1 Hz (rango: de 6.1 ± 0.9 a 45.4 ± 0.7 Hz) (Fig. 27, 1A). La participación de 

canales catiónicos activados por hiperpolarización (HCN) se infiere al adicionar 50 

µM de ZD 7288, bloqueador de los canales HCN (Fig. 27, 2A). Esta maniobra 

aumenta significativamente el intervalo entre las ráfagas a 0.03 ± 0.003 Hz (P < 

0.01; T de Wilcoxon). En contraste, la amplitud de la posthiperpolarización 

después de cada ráfaga (Fig. 27B) aumenta significativamente en su a

(F
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intervalo representa la interacción entre una corriente entrante (acarreada por los 

canales HCN) y una corriente saliente, esta última se queda sin oposición, como 

también puede apreciarse en el diagrama de Poincaré (Fig.27, 1C) y el aumento 

en el coeficiente de variación (P < 0.05; T de Wilcoxon). En contraste, la 

frecuencia media de los PAs en las ráfagas aumento a 35 ± 0.5 Hz (rango de 6 ± 1 

a 91 ± 2 Hz) (P < 0.05; T de Wilcoxon); que también se aprecia en el 

correspondiente diagrama de Poincaré (Fig. 27, 2C). Por último, la adición de ZD 

7288 también incremento la duración de las ráfagas de 3.7 ± 0.23 s a 5.3 ± 0.3 s 

(P < 0.001; T de Wilcoxon). Sin embargo, la figura 27, 2B muestra otra vez que el 

paso limitante para generar este patrón temporal de disparo es el canal de calcio 

de tipo T, pues al añadir 40 µM de NiCl2 el disparo se abole por completo. Estos 

resultados sugieren que los canales HCN ayudan a determinar la frecuencia de las 

ráfagas y que es la activación secuencial de los canales HCN y T el que determina 

su regularidad rítmica, esto es, las propiedades intrínsecas de las neuronas de la 

SNr las hacen exhibir propiedades de marcapasos celulares.  
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Figura 27. ción en la 

eneración del modo de disparo en ráfagas. A: En (1) se ilustra la regularidad que se puede 

lcanzar durante el disparo en ráfagas inducido por la adición de NMDA. En (2) se enseña que el 

eador de las corrientes de tipo HCN, ZD 7288 (50 µM), incrementa significativamente el 

tervalo entre las ráfagas (disminuye su frecuencia). B: Se superponen dos ráfagas, antes (negro) 

 después (gris) de aplicar ZD 7288. Obsérvese en (1) que después de aplicar ZD7288 aumenta la 

mplitud de la posthiperpolarización que sigue a una ráfaga y también aumenta la duración de 

ada ráfaga. En (2) se ilustra que el NiCl2 sigue siendo capaz de bloquear las ráfagas y que su 

cción es reversible (3). C: El diagrama de Poincaré en (1) enseña que ZD 7288 incrementa el 

entre las ráfagas así como su coeficiente de variación. Sin embargo, (2) muestra que la 

ecuencia de las espigas durante las ráfagas (intra-ráfagas) tiene una tendencia a ser mayor. 

 Participación de canales catiónicos activados por hiperpolariza
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Sin embargo, queda por saber cuál es la corriente saliente que genera la 

osthiperpolarización después de cada ráfaga y que interacciona con la corriente 

CN para generar el disparo oscilatorio y rítmico. 

.6 Participación de los canales de potasio activados 
or calcio (BK y SK) en la oscilación en ráfagas rítmicas. 

Cuál será la corriente saliente que al interaccionar con los canales HCN genera 

l intervalo entre ráfaga y ráfaga? Las conductancias más comúnmente asociadas 

 del 

EA en los dos modos de disparo: tónico y en ráfagas. Básicamente, los únicos 

reflejado por un aumento en 

. 

.4 ± 1.3 Hz después de TEA) (NS), ni los intervalos entre las espigas, ni su 

ro se generó adicionando 10 µM de NMDA. 

na vez obtenida la oscilación en ráfagas se agregó 500 µM de TEA (Fig. 28, 2B). 

p

H

 
8
p
 
¿

e

con el cumplimiento de este papel en otras neuronas son las conductancias de 

potasio activadas por calcio (Faber y Sah, 2002; Greffrath et al., 2004; Sah, 1996; 

Vergara et al., 1998; Womack y Khodakhah, 2004), de los tipos BK y SK, por lo 

que fueron las primeras en estudiarse. 

 

El tetraetilamonio a dosis sub-milimolares bloquea las conductancias de tipo BK 

(Faber and Sah, 2002; Kang et al., 1996; Sah, 1996; Vergara et al., 1998), por lo 

que se utilizó a concentraciones de 500 μM para inferir la participación de estos 

canales en el disparo oscilatorio en ráfagas (Fig. 28). Analizamos los efectos

T

parámetros que fueron afectados por el TEA fueron la tasa de repolarización del 

potencial de acción y su continuación, la fase rápida o inicial del postpotencial 

hiperpolarizante (PPH) que sigue a un PA. Esto se vio 

la duración de los PAs, de 0.83 ± 0.02 a 1.16 ± 0.02 ms (Fig. 28, 3A; n = 20; * * *P 

< 0.0001; T de Wilcoxon). Ni la frecuencia de disparo (9.3 ± 1.7 Hz en control vs

9

coeficiente de variación fueron afectados de manera significativa, lo que nos lleva 

a concluir que los canales BK tiene su principal función en la generación de los 

PAs, y no en la estructura temporal del patrón de disparo.  

 

La participación de los canales BK en la generación de disparo en ráfagas 

se muestra en la figura 28B. Este dispa

U
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Este procedimiento tuvo un efecto pequeño pero significativo sobre la frecuencia 

de las ráfagas de 24 ± 0.4 Hz (rango: 10 ± 1 - 46 ± 2 Hz) a 16 ± 0.3 Hz (rango: 1 ± 

0.05 Hz - 34 ± 3 Hz) (P < 0.05; T de Wilcoxon). Pero el mayor efecto siguió siendo 

sobre la repolarización de los PAs que al ser generados desde un potencial más 

despolarizado ya no alcanzan a regenerarse y se van inactivando (el aumento en 

la repolarización aumenta el periodo refractario) (cf., Figs. 28, 3B y 5B). Esto 

incapacita a la neurona a mantener el disparo de alta frecuencia durante la ráfaga 

pues los canales de sodio no alcanzan a recuperarse de la inactivación. También 

la duración de las ráfagas sufrió una pequeña disminución, de 2.55 ± 0.06 s a 1.63 

± 0.07 s (P < 0.01; T de Wilcoxon). Sin embargo, ni el intervalo entre las ráfagas ni 

su coeficiente de variación (Fig. 28, 6B, inserto) mostraron cambios significativos. 

 

Las iberiotoxina, bloqueador selectivo de los canales BK tuvo los mismos 

efectos del TEA (no se muestra) (n = 5), lo que nos lleva a concluir que durante el 

atrón temporal de disparo en el modo oscilatorio de ráfagas no hay una 

partici

 

p

pación preponderante de los canales BK, así es que la corriente saliente que 

interacciona con los canales HCN ha de estar generada por otro tipo de canales. 
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igura 28. Participación de los canales de potasio activados por calcio de tipo BK en los 

odos de di a tónica y en 

) se muestra la misma actividad después de administrar 500 µM de TEA. El TEA produjo pocos 

os en el disparo tónico, como por ejemplo, una reducción en la fase rápida e inicial del 

ostpotencial hiperpolarizante (PPH), lo cual se confirma en (3), donde puede verse, con una base 

e tiempo más rápida, que el TEA retarda la repolarización del potencial de acción. El diagrama de 

oincaré en (4) muestra que los intervalos entre las espigas son sólo ligeramente diferentes 

espués de TEA, mientras que el diagrama de fase en (5) confirma que la función más afectada es 

 repolarización del PA seguida de la primera fase del PPH. El coeficiente de variación del disparo 

compara en (6) y muestra una mayor dispersión pero sin diferencias significativas en los valores 

edios. B: la comparación de (1) y (2) ilustra que el TEA tampoco afecto la estructura temporal del 

isparo en ráfagas (ver también 4 y 6). Este modo de disparo se generó adicionando 10 µM de 

MDA a la superfusión, para después añadir 500 µM de TEA. De nuevo, el principal efecto fue el 

loqueo de la repolarización de los PAs. Sin embargo, como los PAs durante una ráfaga se 

eneran a potenciales más despolarizados, esto llevó a una mayor inactivación de los potenciales 

n (cf., 3 y 5).  
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La participación de los canales de tipo SK fue inferida con la ayuda de su 

loqueador específico, el péptido apamina (200 nM). También en este caso 

studiamos por separado las acciones de la apamina sobre el disparo tónico (Fig. 

9A) y sobre el disparo en ráfagas (Fig. 29B). Sobre el disparo tónico la apamina 

rodujo un aumento en la frecuencia de disparo (Fig. 29, 2A) de 42 ± 4 % 

b

e

2

p

acompañado de una disminución en la amplitud del PPH lento que participa en la 

generación del intervalo entre las espigas (Figs. 29A, 3 y 4). Con el tiempo, al 

incremento en la frecuencia siguió una despolarización paulatina del potencial de 

membrana y el bloqueó del disparo de los PAs (datos no mostrados). Estos datos 

sugieren que la corriente saliente acarreada por los canales SK es importante para 

regular el patrón temporal de disparo en estas neuronas. El diagrama de Poincaré 

para los intervalos entre las espigas (Fig. 29, 5A) muestra que aunque los 

intervalos se mantienen regulares hay un desplazamiento de la moda en presencia 

de apamina. La apamina (200 nM) también cambia la trayectoria de las espigas en 

el diagrama de fase (Fig. 29, 6A, línea gris) pero sin alterar su morfología básica. 

 

La figura 29B muestra que la apamina también cambia la estructura 

temporal del disparo en ráfagas así como la duración de las mismas ráfagas. La 

de las ráfagas se incrementó de 4 ± 0.04 s a 7.4 ± 0.3 s (P < 0.01; T de Wilcoxon); 

un 86 ± 8%. La frecuencia de las ráfagas disminuyó de 0.06 ± 0.002 Hz a 0.016 ± 

0.0005 Hz (P < 0.0001; T Wilcoxon). (Figs 29B 1, 2 y 6).  Mientras que la 

frecuencia de los PAs durante las ráfagas cambió de 33.2 ± 0.5 Hz (rango: 15.6 ± 

0.5-52 ± 2 Hz) a 45.2 ± 1.1 Hz (rango: 16 ± 1.2-98 ± 3 Hz) (P < 0.05; T de 

Wilcoxon).  

 

Note que mientras el diagrama de Poincaré del intervalo entre las espigas 

simplemente se esparce hacia intervalos mayores, en el caso de los intervalos 

entre las ráfagas claramente se observan dos nubes de puntos separadas (Figs. 

29B, 4 y 6). El coeficiente de variación no mostró cambios significativos en 

ninguno de los casos (Figs. 29B, 4 y 6; ver insertos). Los datos nos permiten 
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concluir que los canales SK sí participan en la regulación de la estructura temporal 

del disparo en ráfagas. 

 

¿Por qué disminuye la frecuencia de las ráfagas y aumenta la del disparo 

tónico de PAs o la de PAs al interior de las ráfagas? ¿No deberían aumentar todas 

las frecuencias? La respuesta parece estar en el aumento en la duración de las 

ráfagas debido a la apamina. En primer lugar esto implica a los canales SK en la 

terminación y repolarización de las mesetas que subyacen a las ráfagas. Pues si 

la activación de los canales SK sólo dependiera del calcio que entra con las 

espigas, una mayor frecuencia debería implicar mayor entrada de calcio y más 

canales SK activados. Ahora bien, como los canales SK están bloqueados las 

esetas no se repolarizan con la misma entrada de calcio si no que necesitan 

durar 

les parece ser indispensable para que este modo de 

isparo se presente. El único canal que constituye un componente indispensable 

de est

 

m

más para poder activar a los canales SK, sugiriendo que el bloqueo por 

apamina puede ser desplazado y depende de cuánto calcio hay en el interior 

celular. 

 

En resumen, aunque los canales SK y HCN parecen modular la duración de 

los intervalos entre las ráfagas y regular la frecuencia de este modo de disparo, 

ninguno de estos cana

d

e modo de disparo parece ser el T. Las implicaciones potenciales de este 

hallazgo para la terapéutica de la enfermedad de Parkinson se mencionan en la 

discusión.  
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Figura 29. Participación de los canales de potasio activados por calcio de tipo SK en el 

disparo tónico y en ráfagas. A: Se muestra que la actividad tónica (1) incrementa su frecuencia 

después de de 200 nM de apamina (2). El PPH disminuye en presencia de apamina (3, 4), 

acortando el intervalo entre las espigas (5; apamina, círculos llenos; control, círculos vacíos). El 

acortamiento de la duración de los intervalos no conllevó un cambio en el coeficiente de variación 

(5; inserto). El diagrama de fase (6) muestra una reducción en el área de la órbita pero no un 

cambio en la estructura de la misma, lo que sólo sugiere PAs más pequeños cuando aumenta la 

frecuencia, de acuerdo a la reducción de la corriente saliente y la menor amplitud del PPH. B: En 

contraste con el disparo tónico, el disparo oscilatorio en ráfagas (1) muestra una reducción en la 

frecuencia (10 µM de NMDA), lo que conllevó a un incremento en la duración de los intervalos 

entre las ráfagas (6) sin afectar el coeficiente de variación. Como era de esperarse por las acciones 

sobre el disparo tónico, la frecuencia de disparo durante las ráfagas aumenta (4) así como la 

duración de cada ráfaga (cf., 3 y 5). 
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Capitulo 9 
 
 
Discusión de la parte postsináptica 
 

Los resultados muestran que con cualquiera de las maniobras postuladas por el 

modelo de tasa de disparo para explicar la enfermedad de Parkinson: la 

sobreactivación de la vía indirecta, o la reducción de actividad de la vía directa, las 

neuronas GABAérgicas de proyección de la sustancia negra reticular quedan 

habilitadas para presentar actividad espontánea de tipo oscilatorio, muchas veces 

rítmico, en forma de ráfagas. Este disparo es el predicho por el modelo oscilatorio 

de la enfermedad de Parkinson, con lo que hemos logrado un acercamiento entre 

el modelo de tasa de disparo (rate model) y el modelo oscilatorio (oscillatory 

model), que se pensaban eran incompatibles. Esta tesis muestra, entonces, que 

no lo son: los cambios predichos por el modelo de tasa de disparo producen CPGs 

patológicos. Lo mismo sucedió al agregar bicuculina, para mimetizar la reducción 

en la actividad de la vía directa. 

 

Añadir NMDA a la solución de registro, protocolo común para producir, por 

ejemplo, locomoción ficticia en la médula espinal, y muchos otros 

comportamientos oscilatorios en diferentes núcleos del sistema nervioso central 

(Bertrand and Cazalets, 1999; Enomoto et al., 2002; Guertin and Hounsgaard, 

1998; 1998a; 2006; Kiehn, 2006; Jean, 2001; Johnson et al., 1994; Tell and Jean, 

1993; Vergara et al., 2003; Wallén and Grillner, 1987), fue la maniobra usada para 

mimetizar la sobreactivación de la vía indirecta. Resultó una maniobra importante 

para generar el disparo en ráfagas. No es que en condiciones normales no se 

presentasen oscilaciones en el disparo, pues es común ver transiciones entre el 

disparo espontáneo tónico y el disparo en ráfagas en la situación control, lo que ha 

de ser fisiológico cuando la SNr es requerida para realizar algún movimiento 

estereotipado o rítmico como la masticación, si no que al ser sobreexcitadas, las 

neuronas de la SNr expresan estas oscilaciones de manera mucho más robusta y 
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rítmica. Además, el disparo intra-ráfagas, y la zona con pendiente negativa de la 

relación I-V también aumentaron. 

 

Los canales catiónicos activados por hiperpolarización (HCN) y los canales 

de calcio de tipo T, resultaron ser esenciales en la generación del patrón de 

disparo. Mientras que los canales de calcio de alto umbral de activación son 

responsables de fijar la duración de las mesetas despolarizantes que subyacen al 

disparo en ráfagas de potenciales de acción principalmente de sodio. El influjo de 

calcio durante cada potencial de acción y durante la meseta despolarizante 

favoreció la activación de canales de potasio activados por calcio de las clases BK 

y SK. Los canales BK participan en la repolarización de los potenciales de acción y 

en la generación de la primera parte del postpotencial hiperpolarizante que fija el 

intervalo entre las espigas, mientras que los canales SK participan en la 

generación del resto de este intervalo.  

 

Con base en las acciones de la TTX, el NiCl2 (40 µM) y el mibefradil (1 µM) 

(Heady et al., 2001; Martin et al., 2000), así como la calcicludina (Kochegarov, 

2003; Nishio et al., 1999; Schweitz et al., 1994; Stotz et al., 2000), revelamos que 

en la región de conductancia con pendiente negativa participan varias corrientes 

entrantes: sodio, canales de calcio de bajo umbral de activación (T) y canales de 

calcio de alto umbral de activación. Esta región se ve aumentada por el NMDA 

(Guertin y Hounsgaard, 1998a; 1998b; 2006; Hsiao et al., 1998). Sin embargo, la 

conductancia que se activa a voltajes más negativos y responsable de las 

oscilaciones subumbrales es el canal de calcio tipo T. Ahora bien, se ha mostrado 

(Lee et al., 1999; Yunker, 2003) que bajas concentraciones de Ni2+ (40 µM) 

bloquean preferentemente a los canales de calcio tipo T que presentan la 

subunidad α1H. Con técnicas inmuocitoquímicas demostramos la presencia de la 

subunidad α1H en las neuronas GABAérgicas de la SNr (Talley et al., 1999). 

Podemos concluir con ésto que los canales de calcio tipo T participan en la 

activación de las oscilaciones en meseta, mientras que los canales de calcio de 

alto umbral participan en el mantenimiento y la duración de las mesetas.  
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Los canales HCN se pusieron en evidencia por la rectificación entrante en la 

región más hiperpolarizada de la relación I-V y la acción del antagonista selectivo 

de estos canales, el ZD 7288 (50 µM) (Day et al., 2005; Robinson y Siegelbaum, 

2003), que disminuyó drásticamente la frecuencia de las ráfagas aumentando el 

coeficiente de variación de este disparo. También incrementó la hiperpolarización 

que sigue a las ráfagas. Lo cual es lógico: bloquear una corriente entrante 

catiónica (HCN) deja sin oposición una saliente (SK). Sin embargo, los canales 

HCN no son fundamentales para la generación de la ráfaga como lo son los 

canales de calcio tipo T.  

 

La demostración de la participación de los canales activados por calcio se 

realizó utilizando bloqueadores selectivos a las concentraciones usadas: apamina 

(200 nM) para los SK (Atherton and Bevan, 2005; Yanovsky et al., 2005) y TEA 

(500 µM) para los BK (Faber and Sah, 2002; Sah, 1996). Claramente, el bloqueo 

de los canales SK aumentó la frecuencia de disparo. 

 

Sin embargo, estos canales no son los únicos que estarían participando en 

la hiperpolarización que sigue a las ráfagas. Se necesita mayor investigación para 

saber qué otros canales participan. 

 
Importancia fisiológica 
 
La actividad tónica de potenciales de acción y las transiciones espontáneas de 

esta actividad hacia disparos en ráfagas pueden estar relacionados con el papel 

de las neuronas de la SNr en diferentes tareas o programas motores (Gulley et al., 

2002; Jiang et al., 2003; Koch et el., 2000; Salamone et al., 1998; Takakusaki et 

al., 2003, 2004; Yuan et al., 2004). El que el NMDA facilite estas transiciones 

puede implicar el papel del NST en provocarlas, y refuerza la idea de que la 

inducción de CPGs motores debida al NMDA no es algo particular de la médula 

espinal o el tallo cerebral (O´Donnell, 2003; Tseng y O´Donnell, 2004; Tseng et al., 

2006; Vergara et al., 2003), sino un mecanismo general propio de muchos 

circuitos cerebrales, incluyendo los telencefálicos (Vergara et al., 2003). Cambios 
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en la magnitud del balance sináptico que recibe un núcleo (inhibición / excitación), 

favorece estas oscilaciones (Salamone et al., 1998; Yuan et al., 2004), teniendo 

una repercusión obvia en la conducta motora (Salamone et al., 1998; Takakusaki 

et al., 2003, 2004). 

 

Cuando estos cambios en el balance sináptico se convierten en patológicos, 

como predice el modelo de tasa de disparo en la enfermedad de Parkinson, 

encontramos que las oscilaciones se vuelven robustas, rítmicas y las ráfagas muy 

prolongadas (Albin et al., 1989; Smith et al., 1998; Obeso et al., 2000; Bevan et al., 

2002; Magill et al., 2001; Plenz y Kitai, 1999; Schnitzler y Gross, 2005). Este 

cambio de actividad se ha relacionado con el temblor en reposo y la rigidez que se 

presenta en dicha enfermedad (Bergman et al., 1994; Obeso et al., 2000; Plenz y 

Kitai, 1999; Schnitzler y Gross, 2005; Bevan et al., 2002; Brown et al., 2001; Raz 

et al., 2000), esto es, el CPG se ha adueñado del circuito, ya no deja a las 

neuronas dividirse las tareas, y todas quedan enganchadas sin poder hacer otra 

cosa como predice el modelo oscilatorio. Hemos “conciliado” a ambos modelos. 
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Capitulo 10 
 
 
Conclusiones generales 
 
1.- La activación de los receptores dopaminérgicos de la clase D1 incrementan la 

transmisión glutamatérgica subtálamo-nigral, mientras que la activación de los de 

la clase D2 la disminuyen. 

2.- El control de dicha transmisión glutamatérgica, por la activación de los 

receptores D1 y D2 se lleva acabo a nivel presináptico. 

3.- El efecto de la activación de los receptores D1 es antagónico al control que 

ejercen los receptores D2. 

4.- Las entradas excitadoras que llegan a la misma neurona GABAérgica de la SNr 

pueden poseer ambos receptores. Sin embargo no sabemos si ambos tipos de 

receptores se puedan encontrar en una misma terminal sináptica. 

5.- Las neuronas GABAérgicas de proyección de la SNr pueden presentar 

transiciones espontáneas en su potencial de membrana y disparo en ráfagas. 

6.- Las neuronas GABAérgicas de la SNr, presentaron actividad oscilatoria rítmica 

y disparos en ráfaga, al mimetizar la sobreactivación de la vía indirecta empleando 

un protocolo similar al de locomoción ficticia. Del mismo modo, esto se observó al 

bloquear la entrada inhibidora de la vía directa con bicuculina. Ambos cambios 

propuestos por el modelo de tasa de disparo (rate model). 

En conclusión, la dopamina puede afectar la salida de los ganglios basales, 

modulando no solo las entradas GABAérgicas del estriado, también a las entradas 

glutamatérgicas del núcleo subtalámico. Estos efectos pueden ayudar a entender 

la acción de la dopamina en el control motor y una mejor comprensión en los 

cambios durante un déficit en el movimiento, como en la enfermedad de 
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Parkinson. Por otro lado, conciliamos a los modelos que explican la enfermedad 

de Parkinson: el de tasa de disparo y el oscilatorio, mostrando en la presente tesis 

que ambos modelos no son excluyentes sino incluyentes. 
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