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Resumen  

Las neuronas espinosas medianas (MSNs) son la principal población neuronal del núcleo 

estriado. El procesamiento que llevan a cabo es fundamental para la selección de programas 

motores. Se ha propuesto que la inhibición colateral que ejercen las MSNs sobre las neuronas 

vecinas es decisiva para que el microcircuito compute la información cortical, pero aun no se 

tienen datos conclusivos de su eficiencia. En este estudio se abordaron los siguientes problemas: 

a) ¿es la inhibición colateral capaz de controlar la excitabilidad de las neuronas vecinas?, b) ¿está 

alterada la inhibición colateral y su modulación en la enfermedad de Parkinson? Usando 

electrofisiología, imagenología de calcio con resolución de célula única y estimulación de campo 

se respondió a tales peguntas. En todos los casos se activaron múltiples MSNs estimulando los 

axones estriofugales en el globo pálido. Se obtuvieron registros ópticos antes y después de 

bloquear la transmisión GABAérgica y se observo un incremento del 60% de las neuronas 

sincronizadas por el estímulo antidrómico. Indicando que las nuevas células activadas estaban 

siendo activamente inhibidas por aquellas activadas en el estímulo control. Al realizar esta 

misma estrategia en un modelo de la enfermedad de Parkinson no se obtuvo cambio en el 

número de neuronas reclutadas, lo cual sugiere que en esta patología se pierde la inhibición 

colateral lo que podría explicar la falta de dinámica del circuito y la imposibilidad de seleccionar 

los programas motores. Se evaluó la modulación presináptica de las colaterales en este modelo. 

Se registraron las corrientes evocadas por la liberación de GABA y se observó que al aplicar 

somatostatina (un modulador liberado por neuronas locales) se inhibía fuertemente la liberación 

en una población y se incrementaba en otro grupo de neuronas. En su conjunto estos datos 

proveen información acerca del funcionamiento del circuito estriatal en condiciones normales y 

en una patología.   
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Abstract 

Medium spiny neurons (MSNs) constitute the principal neuronal population in the neostriatum. 

The processing they achieve is thought to select motor programs. Collateral inhibition exerted by 

MSNs was proposed decisive to the microcircuit compute cortical inputs, but there is no direct 

evidence of its efficiency. In this study two questions was addressed: a) is the collateral 

inhibition able to control excitability in neighboring neurons? b) Is collateral inhibition and its 

modulation altered in Parkinson´s disease? In order to answer these questions we used 

electrophysiology, calcium imaging and field stimulation. In every case we activated multiple 

MSNs by stimulating striofugal axons in the globus pallidus (GP). We got optical recordings 

stimulating GP before and after the blockage of GABAergic transmission and there was a 60% 

increase in the responsive neurons, indicating that new activated cells were actively inhibited by 

neurons stimulated in the control condition. The range distance in which new neurons appear 

after bicuculline treatment was 10-240 µm (median=40 µm). We did the same experiment in a 

model of Parkinson´s disease and we found no increase in recruited neurons after addition of 

bicuculline, suggesting the disruption of MSNs communication during this pathology. Also we 

evaluated the presynaptic modulation by somatostatin (a local modulator) during the disease and 

we observed two different responses in one case somatostatin induced decrease of GABA release 

and in the other case the same concentrations of the drug elicited increase in GABA release. 

Taken all together these data are the first information at synaptic level of the MSNs GABAergic 

parkinsonian circuit. 
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1. Introducción  

El sistema nervioso juega un rol central en la vida de los organismos,  siendo su 

principal función transmitir y procesar información, el cerebro permite percibir, 

aprender y finalmente responder con conductas motoras que permiten la 

sobrevivencia del individuo (Kandel 2000). 

El buen funcionamiento de los múltiples núcleos que componen al sistema 

subyace en el equilibrio de todos sus elementos. En el cerebro del mamífero los 

circuitos inhibidores juegan un papel preponderante en la correcta función. Muy 

lejos de la visión clásica de la inhibición como atenuante de la excitabilidad 

neuronal a la fecha existen descritas funciones mucho más complejas para el 

GABA, por ejemplo despolarizando a ciertos grupos de neuronas, participando 

en el desarrollo o incluso promoviendo la sincronización de poblaciones 

neuronales (Gulledge et al 2003, Sohal et al 2009). 

Más aun existen circuitos completamente inhibidores que se encargan de 

funciones tan complejas como el control motor y el sistema de recompensa. 

Estos son los  Ganglios Basales (GB) un conjunto de núcleos en su mayoría 

GABAérgicos que están asociados a las funciones antes descritas (Wilson 2004, 

Graybiel 1995, Barnes et al., 2005, Groves 1988). 

Los ganglios basales son estructuras altamente conservadas a lo largo de la 

filogenia, participan en la generación, aprendizaje y control de los movimientos 

voluntarios. Los núcleos que los componen son: el estriado, el globo pálido en su 

porción interna y externa (GPi y GPe), la sustancia nigra en su parte reticulata y 

GABA: ácido gama amino
butírico, principal 
neurotransmisor 
inhibidor del SNC  
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compacta (SNr y SNc) y el núcleo subtalámico (STN); mismos que forman 

circuitos recurrentes cuya función es seleccionar los movimientos antes de ser 

ejecutados (Figura 1) (Alexander y Wickens 1993, Wilson 2004, Graybiel 1995, 

Barnes et al., 2005). 

 

   

 

 

 

 

 

1.1. Estriado  

El núcleo estriado es el principal de los núcleos de los GB, está situado 

estratégicamente en el prosencéfalo y es un punto de convergencia para las 

aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza y el tálamo, así como las 

terminales que llegan de la Sustancia Nigra compacta (SNc) (Tepper y Plenz, 

2000, Wilson 2004). En el estriado desemboca información de las áreas de la 

corteza sensorial, motora y de asociación. Con ello recibe copias de perceptos y 

programas motores en ejecución (Bargas y Galarraga, 2000).  

Figura  1.  Asa  cortico‐basal. 
Esquema  de  los  principales 
núcleos de  los ganglios basales y 
su  interacción.  La  corteza  (rojo) 
envía  eferentes  al  estriado 
(verde)  el  cual  procesa  dicha 
información  para  enviarla  a  los 
núcleos de salida que controlaran 
la  actividad  talámica  y  cortical 
para la selección de los comandos 
motores  o  a  núcleos  del  tallo 
cerebral para controlar la postura 
y el centro de masa. 
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Las neuronas principales en el estriado son las neuronas GABAérgicas espinosas 

medianas que se dividen clásicamente en dos grandes poblaciones: las MSNs de 

la vía directa que conectan mono sinápticamente a los núcleos de salida de los 

GB (GPi y SNr) y expresan sustancia P y receptor a dopamina (DA) tipo D1 y 

las neuronas espinosas de la vía indirecta que mandan sus axones a uno de los 

núcleos intermedios de los GB (GPe) y expresan encefalinas y el receptor a DA 

tipo D2 (Gerfen y Surmeier 2010, Gerfen et al, 1990; Gerfen y Young, 1988). 

De manera simplificada el modelo tradicional del funcionamiento de los GB se 

basa en que la información que llega al estriado es procesada a través de la vía 

directa y la vía indirecta, dos vías paralelas con funciones antagónicas (Albin et 

al., 1989, DeLong, 1990; Obeso et al., 2004, Kravitz et al. 2010, Bateup et al., 

2010). Lo cual fue comprobado recientemente de manera experimental mediante 

optogenética, activando selectivamente una u otra población por la expresión de 

canales sensibles a luz en las neuronas de interés. Por un lado la activación de 

neuronas de la vía directa promueve la inhibición de los núcleos de salida y 

libera al tálamo y la corteza, contrariamente la activación de neuronas de la vía 

indirecta aumenta la actividad en los núcleos de salida y de esta manera se inhibe 

fuertemente al tálamo y la corteza (Figura 3). 

 

 

 

 

Dopamina:  Principal 
neuromodulador  de  los 
ganglios  basales,  realiza 
sus funciones a través de 
5 recpetores acoplados a 
proteínas  G  nombrados 
D1‐5 

Optogenética: 
Manipulación  genética 
en  la  que  se  expresa  un 
canal iónico (para el paso 
de  cationes  o  aniones) 
activado  por  luz  para 
controlar  la  excitabilidad 
neuronal  selectiva  de 
poblaciones de interés. 
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Figura 2. Efecto de  la activación selectiva de  las vías directa e  indirecta 
en  los  núcleos  de  salida  de  los GB.  A.  canal  de  rodopsina  expresado 
selectivamente  en  neuronas  espinosas medianas  de  las  vías  directa  e 
indirecta  que  es  activado  por  luz.  E.  Representación  esquemática  del 
protocolo de estimulación y registro en el estriado. F. Gráfica tipo raster 
e histograma de  la actividad en el estriado al prender el  láser y activar 
selectivamente a  las neuronas de  la vía directa. G. Grafica tipo raster e 
histograma  de  la  actividad  estriatal  al  estimular  selectivamente  a  las 
neuronas de la vía indirecta. I. Esquema de estimulación en el estriado y 
registro en la SNc. J. Raster e histograma de la actividad en la sustancia 
nigra al activar selectivamente a MSNs de la vía directa en el estriado. K. 
Raster  e  histograma  de  la  actividad  en  la  sustancia  nigra  al  activar 
selectivamente a MSNs de  la  vía  indirecta en el estriado.  (Tomado de 
Kravitz et al 2010) 
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Por lo tanto la activación de la vía directa promueve el movimiento mientras que 

la vía indirecta lo reprime y el balance entre las dos vías permite la ejecución de 

programas motores (Figura 4) (Kravitz et al, 2010; Bateup et al 2010). A pesar 

de estos contundentes hallazgos es innegable la existencia de otras vías de la 

información que implican más elementos de los GB y complican el panorama. 

Tal es el caso de la vía hiperdirecta y las múltiples conexiones intrínsecas (e.g. 

entre el GPe y el núcleo subtalámico, la SNc y el GPe, el GP y el estriado) que 

deben considerarse en el estudio de los GB (Ver Obeso et al, 2010). 

 

 

 

 

El estriado exhibe una apariencia relativamente uniforme. Sin embargo en los 

primates existe una clara división debida a la cápsula interna por lo que se 

distingue una parte lateral: el núcleo caudado y una parte medial: el putamen (Joel 

y Weiner 1994, Parent y Hazrati 1995, Yin y Knowlton 2006). En roedores las 

fibras descienden de manera uniforme sin dividir al núcleo. A pesar de ello tanto 

en primates como en roedores existen diferencias funcionales de las porciones 

Vía  hiperdirecta: 
Conexión  directa  de  la 
corteza  con  el  núcleo 
subtalámico.  

Figura 3. Efecto de  la activación selectiva de  las vías directa e  indirecta en el 
movimiento. A. esquema de estimulación bilateral. B. Diagrama del patrón de 
movimiento  de un  animal  al    activar de manera bilateral  selectivamente  las 
neuronas de  la vía directa en rojo y en control en color gris. C. Diagrama del 
patrón  de  movimiento  de  un  animal  al    activar  de  manera  bilateral 
selectivamente las neuronas de la vía indirecta en verde y en control en color 
gris  (Tomado de Kravitz et al 2010).   
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dorso medial y dorso lateral del estriado, ya que reciben información de distintas 

partes de la corteza. El estriado dorso medial se encarga preferentemente de la 

información proveniente de las cortezas de asociación, mientras que el estriado 

dorso lateral recibe los comandos de la corteza somato sensorial (Figura 4) 

(Goldman y Nauta 1977, McGeorge y Faull 1989, Ragsdale y Graybiel 1981). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  4.  Inervación  de  la  corteza  sobre  el  estriado.  Se  muestra  la 
regionalización de  la  corteza,  el  estriado  y  el  tálamo.  Existe una preferencia 
topográfica de inervación de las diferentes áreas corticales al estriado (tomado 
de Pennartz et al 2004). 
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1.1.1. Población Neuronal 

El estriado está compuesto de varios tipos neuronales, pero siempre se han 

reconocido un gran número de neuronas de tamaño medio (15-25 mm) con 

morfología variable y unas pocas neuronas de tamaño grande (30-50mm). 

Actualmente se acepta que el estriado se compone de un 80-95% de neuronas de 

proyección (MSNs) y de un 5-20% de interneuronas (Bolam et al., 2000 y 

Tepper y Plenz, 2005, Kubota y Kawaguchi, 2000, Bennett y Wilson 2000). 

1.1.1.1. Neuronas Espinosas Medianas (MSNs) 

Las neuronas espinosas medianas son las más abundantes en el estriado, 

representan un 95% de la población y son las encargadas de recibir, procesar y 

transmitir los comandos corticales y la información talámica (Wilson 2004). 

Durante el aprendizaje, selección, iniciación y ejecución de los movimientos las 

neuronas estriatales responden con episodios de ráfagas de potenciales de 

acción, indicando su participación inequívoca en la función motora (Hikosaka et 

al 1989). Todas las espinosas medianas comparten una morfología similar, 

presentan un soma mediano (10-20 µm) y ramificación dendrítica moderada que 

forma un árbol esférico de 300 µm de diámetro, este comienza con unas 5 

dendritas principales que rápidamente comienzan a ramificarse y a exhibir 

abundantes espinas dendríticas (figura 5), una característica notable es que 

tienen extensos axones colaterales que se intercalan y extienden por su profuso 

árbol dendrítico antes de dejar el núcleo (Kawaguchi et al, 1987). Las MSNs 

exhiben un patrón de actividad que oscila entre dos potenciales de membrana, 



11 
 

uno relativamente hiperpolarizado down state cercano a su potencial de reposo -

80 mV y otro despolarizado -50 mV donde se pueden presentar ráfagas de 

potenciales de acción que duran hasta segundos conocido como up state. Las 

transiciones entre el down y up states se correlacionan con la presencia de 

movimiento cuando se realizan registros electrofisiológicos in vivo (Plenz y 

Kitai, 1998; Wilson, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  5.  Vías  directa  e  indirecta  de  los  ganglios  basales.  Imágenes  panorámicas  de 
rebanadas  sagitales  de  cerebro  de  ratón  trangénico  Drd1‐EGFP  (arriba)  y  Drd2‐EGFP 
(abajo).  Cuando el reportero es asociado al receptor a DA tipo D1 la señal fluorescente 
resalta  el núcleo  estriado,  la  SNr  y  el GP  en  su parte medial,  a diferencia de  la  señal 
obtenida  en  los  animales  Drd2‐EGFP  donde  se  marca  además  del  estriado  la  parte 
externa  del  globo  pálido.  A  la  derecha  se  presentan  neuronas  espinosas  medianas 
pertenecientes  a  la  vía directa  (arriba)  y  a  la  vía  indirecta  (abajo). No hay diferencias 
morfológicas.   
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1.1.1.2. Interneuronas 

Las neuronas locales representan un número pequeño de la población estriatal, 

se dividen en dos grandes grupos: las neuronas gigantes colinérgicas y las 

interneuronas GABAérgicas (Tepper y Bolam, 2004, Tepper et al, 2010).  

Las neuronas colinérgicas son identificadas fácilmente por su sobresaliente 

tamaño, fueron tempranamente descritas a principios del siglo XIX por Kölliker y 

posteriormente por Ramón y Cajal. Inicialmente se les asigno como las neuronas 

de proyección estriatales y fue hasta 1970 cuando se reconoció que eran neuronas 

locales (Grofova 1979, Kimura et al, 1980). Representan el 2-5% del total de las 

neuronas del núcleo. El tamaño del soma de estas neuronas es de 20 a 50 µm, 

emiten 2-4 dendritas primarias, que dan lugar a un árbol dendrítico que se 

expande hasta un área de más de 1 mm de diámetro (Figura 6D). El axón de la 

interneurona colinérgica forma una densa arborización, extendiéndose el campo 

axonal más allá de las dendritas. Su blanco sináptico son principalmente las 

neuronas estriatales de proyección (Bolam et al.1984, Izzo & Bolam 1988, Phelps 

et al. 1985), pero también hacen sinapsis sobre las interneuronas fast spiking. 

Reciben aferencias glutamatérgicas de la corteza y el tálamo y DAérgicas de la 

SNc (Koós y Tepper, 1999). 

Fisiológicamente las neuronas colinérgicas se distinguen por sus potenciales 

despolarizados y altas resistencias de entrada, además de tener disparo 

espontáneo repetitivo de potenciales de acción (Kawaguchi 1992). De esta 

manera las neuronas colinérgicas tienen una batería de corrientes intrínsecas para 

ser un marcapasos y proveer continuamente al núcleo de acetilcolina.  

Acetilcolina: Es el primer 
neurotransmisor 
identificado,  media  su 
acción  a  través  de 
receptores  nicotínicos  y 
muscarínicos 
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Interneuronas GABAérgicas 

Las interneuronas fast spiking (FS) o neuronas parvalbúmina positivas son un 

porcentaje bajo de la población estriatal, sin embargo se le atribuyen funciones 

criticas para regular la salida funcional del núcleo (Koos y Tepper 1999). Estas 

neuronas carentes de espinas fueron observadas por primera vez en la década de 

los 80’s, se mostraron como neuronas con una fuerte tinción a GAD. La mayoría 

de estas neuronas están clasificadas como neuronas medianas (Kita et al 1990, 

Kawaguchi 1993), pero existe un subtipo que presenta un tamaño del soma 

similar al de la gigante colinérgica (Bennet y Bolam 1994). Existe un gradiente 

medio lateral para la distribución de estas células siendo más abundantes en la 

región dorso lateral (Wu et al 2000). Tienen una arborización dendrítica pobre, 

presentan de 5-8 dendritas que se extienden menos de 300 µm más allá del soma. 

En cambio el axón está altamente ramificado y es uno de las arborizaciones 

axonales más densas de las células estriatales que alcanzan una distribución de 

hasta 1mm de diámetro (Kawaguchi 1993). Estas neuronas hacen contacto 

sináptico con las dendritas primarias y soma de las espinosas medianas, 

controlando de manera eficaz el disparo de las mismas (Koos y Tepper 1999). 

Reciben sinapsis glutamatérgicas corticales y se conectan con otras FS vía 

sinapsis eléctricas (Kita 1993).  

Su marca electrofisiológica es inconfundible y es a lo que deben su nombre, ya 

que estas células pueden alcanzar frecuencias de disparo de hasta 400 Hz. y 

puede generar disparos en ráfaga (Koos y Tepper 1999, Bracci et al 2002). Es 

Parvalbumina:  Proteína 
queladora  de  calcio  de 
alta afinidad.  

GAD:  Descarboxilasa  de 
ácido  glutámico,  enzima 
encargada  de  sintetizar 
GABA 
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modulada por DA vía receptores D2 y D5, y excitada por ACh a través de 

receptores nicotínicos. 

Una segunda población de interneuronas GABAérgicas son aquellas no 

espinosas que expresan somatostatina, oxido nítrico sintasa, NADPH diaforasa y 

neuropéptido  Y, las cuales ocupan menos del 1% del neoestriado. Tienen un 

diámetro de 12-25 μm y en comparación con las FS presentan menos 

ramificaciones dendríticas (Tepper y Plenz, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  6.  Características 
electrofisiológicas  y 
morfológicas  de  las 
neuronas  estriatales. 
Respuestas de  voltaje  ante 
la  inyección  de  pulsos  de 
corriente despolarizantes e 
hiperpolarizantes  en  las 
neuronas  espinosas 
medianas en A, Fast Spiking 
en  B,  Low  Threshold  Spike 
en C y colinérgica en D a  la 
izquierda  reconstrucciones 
anatómicas de cada una de 
las  neuronas  mencionadas 
(Tomado de Kreitzer 2010).  
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Los axones de estas interneuronas se extienden hasta 1 mm del soma; sus 

terminales hacen sinapsis por toda la periferia dendrítica del neoestriado que 

incluye a las neuronas espinosas medianas (Bennet y Wilson, 2000). Reciben 

información de la corteza así como del tálamo y el globo pálido (Kawaguchi et 

al., 1995; Vuillet et al., 1992), además de recibir inervación colinérgica y 

dopaminérgica. Exhiben un potencial de membrana en reposo relativamente 

despolarizado -56 mV aproximadamente, y debido a las características de 

disparo (de bajo umbral) se conocen como low-treshold-spike (Tepper y Bolam, 

2004).  

1.2. Microcircuito 

Los diferentes tipos neuronales interactúan de tal forma que proveen al circuito 

de dinámica, en la cual subyacen sus funciones; en el estriado se han descrito 

dos tipos de conexiones que juegan un papel fundamental en el entendimiento de 

los ganglios basales: La inhibición colateral y la inhibición por interneuronas.  

    1.2.1. Inhibición colateral 

Históricamente, la interacción local entre neuronas espinosas medianas participa 

de manera fundamental en los modelos sobre el funcionamiento del estriado y 

los ganglios basales (Plenz 2003). Esta idea se baso en las descripciones 

anatómicas  y el hecho de que la estimulación intraestriatal produjera potenciales 

sinápticos inhibidores, la observación de la densa red de axones colaterales 

permitía ver al estriado como un circuito con la dinámica de winner-take-all, la 

Winner‐take‐all: 
Dinámica  en  la  cual  las 
neuronas que tienen una 
entrada  excitadora  más 
fuerte  inhiben  a  las 
vecinas  y  con  ello 
seleccionan  su  salida  a 
otros núcleos.
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cual se ajusta a las redes neuronales de toma de decisiones (Wickens et al. 1991, 

Kristan et al, 2008; Pennartz et al, 2009; Wang 2008).  

El primer traspié que tuvo esta hipótesis se presento en los primeros 

experimentos y fue el fracaso para encontrar  las sinapsis funcionales, a pesar del 

gran número de neuronas de proyección, al realizar registros de pares de 

neuronas no se encontraban conectadas (Jaegger et al, 1994), proponiendo que la 

interacción entre MSNs era inexistente. Posteriormente se logró evidenciar la 

existencia de tal conexión, pero la respuesta era pobre y la probabilidad de éxito 

era sumamente baja (10-30%) (Tunstall et al, 2002; Czubayko & Plenz, 2002; 

Venance et al, 2004; Taverna et al, 2004; Tecuapetla et al, 2007; Chuhma et al, 

2011). Con estos datos la sinapsis individuales entre las MSNs no cumplía con 

los requisitos para formar una red con inhibición lateral y se han tenido que 

replantear los modelos del funcionamiento de los GB sin tener clara la función 

de las colaterales axónicas de espinosas medianas (Tepper et al, 2008). 

Actualmente el control de la salida funcional del estriado se le ha asignado a la 

inhibición por interneuronas delegando a un segundo plano a la inhibición 

colateral, aunque no se tiene clara su función se piensa que regula la entrada 

glutamatérgica ya que se encuentran cerca de las dendritas distales y espinas 

dendríticas (Figura 7) (Plenz 2003, Tepper et al, 2008). 

 

 



17 
 

 

    1.2.2. Inhibición por interneuronas 

A diferencia de la inhibición colateral la inhibición que ejercen las interneuronas 

sobre las MSNs es bastante robusta. Las neuronas que participan en este proceso 

son las interneuronas FS y las LTS (Koos y Tepper 1999, Gustafson et al 2006). 

La conexión de una sola de estas neuronas con la neurona de proyección es 

capaz de retrasar el disparo teniendo un fuerte control sobre la excitabilidad y 

salida funcional de las MSNs 

(Figura 8) (Koos y Tepper 1999, 

Wilson 2004).  

Figura  7.  Inhibición  colateral  vs.  Inhibición 
por  interneuronas. A.  esquema  de  conexión 
entre  espinosas  medianas.  B  Registro  de 
voltaje de   potenciales de acción en  la célula 
presináptica  (arriba)  que  producen  una  
corriente  inhibidora  en  la  célula 
postsináptica. C. Esquema de  conexión entre 
una  interneurona y una MSN. D. Registro de 
voltaje de   potenciales de acción en  la célula 
presináptica  (arriba)  que  producen  una  
corriente inhibidora en la célula postsináptica 
(Tomado deTecuapetla et al 2007).  

Figura  8.  Inhibición  por 
interneuronas.  Trazos  de  voltaje 
de  una  célula  espinosa  mediana 
(arriba) y de una interneurona LTS 
abajo.  Obsérvese  que  cuando  se 
activa a  la  interneurona existe un 
desfase  en  el  disparo  de 
potenciales  de  acción  en  la MSN 
cuando  se  activa  a  la 
interneurona.  
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1.3. Moduladores 

La interacción entre los diferentes componentes del microcircuito puede ser 

modulado finamente por neurotransmisores que pueden cambiar los pesos de las 

conexiones sinápticas o la excitabilidad de las células, con ello la salida 

funcional puede pasar de un estado a otro solo con un modulador o en ocasiones 

tener una desregulación total por falta de ellos. 

    1.3.1. Dopamina 

La dopamina es un neurotransmisor elemental en los ganglios basales. Este 

transmisor lleva a cabo sus efectos a través de 5 receptores acoplados a proteínas 

G (GPCRs) (Figura 9) divididos en dos familias: los receptores de tipo D1 (D1 y 

D5) y los de tipo D2 (D2, D3 y D4), teniendo típicamente efectos antagónicos 

sobre sus blancos (Ungersted et al, 1985). El estriado esta densamente inervado 

por fibras DAérgicas provenientes de la SNc y del área ventral tegmental. Desde 

las neuronas espinosas de proyección hasta las interneuronas gigantes 

colinérgicas todos los elementos del estriado expresan receptores DAérgicos 

modulando el circuito a varios niveles (Surmeier et al 1996, Centonze et al 

2003, Rivera 2002, Yan et al 1997). Los axones de las neuronas DAérgicas 

arborizan extensivamente el estriado, siendo la distancia entre botones vecinos 

cercanos ≈1.87 µm dan lugar al 10% de las sinapsis que se forman en el núcleo 

(Groves et al 1994, Arbuthnott y Wickens 2007).  

GPCRs: Receptores 
metabotrópicos  cuya 
activación  promueve  el 
desencadenamiento  de 
cascadas  de  señalización 
intracelulares  con 
diversos  blancos  finales 
como canales  iónicos, de 
esta manera modulan  la 
excitabilidad  neuronal  y 
la  liberación  de 
neurotransmisores. 
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Ya que las neuronas DAérgicas tienen actividad espontanea con disparo tónico 

(1-8 Hz) se mantiene un tono de DA (Shultz et al 2007). En respuesta a un 

estímulo relevante las neuronas de la SNc generan disparo en ráfagas elevando 

los niveles de DA fásicamente. De manera importante los receptores a DA tienen 

diferentes afinidades al ligando por lo que durante la ausencia de estímulos el 

tono DAérgico activa preferentemente a receptores acoplados a proteínas G tipo 

D2 y el aumento en las concentraciones de DA promueve la activación de los 

receptores de tipo D1, convirtiéndose la DA en un contrastador de señales 

(Shultz et al 2007). 

Sí bien todos los elementos estriatales expresan receptores a DA, la distribución 

de estos es diferente para los distintos tipos neuronales. Las neuronas de 

Figura 9. Representación esquemática de los receptores acoplados a proteínas 
G y las diversas proteínas G con sus respectivos efectos.   
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proyección que pertenecen a la vía directa solo expresan preferentemente el 

receptor D1, mientras que las de la vía indirecta el receptor D2 (Surmeier et al 

1996). Por su parte las interneuronas colinérgicas expresan el receptor D2 y D5 

y las interneuronas GABAérgicas expresan preferentemente receptores D5 

(Centonze et al 2003).  

 

  1.3.2. Acetilcolina 

La acetilcolina es sin duda igual de importante que la DA en la función estriatal. 

El estriado es el único núcleo que presenta su propia fuente de este transmisor, 

además de los niveles más altos de las enzimas encargadas de sintetizar y 

degradarlo en todo el cerebro (Calabresi et al 2000, Zhou et al 2002). A pesar de 

que las interneuronas colinérgicas representan solo el 1% del núcleo su extensa 

arborización axonal permite la correcta transmisión en todo el estriado. Modula 

la actividad de las espinosas medianas a través de sus receptores metabotrópicos 

muscarínicos y a las interneuronas FS a través de sus receptores ionotrópicos 

nicotínicos (Ince et al 1997, Yan et al 2001). 

Las interneuronas colinérgicas se encuentran disparando tónicamente  a 

frecuencias bajas por lo que mantienen un nivel de ACh en el núcleo (Bolam et 

al 1984, Wilson et al 1990), interesantemente cuando se presenta un estímulo 

relacionado con una tarea motora las estas neuronas presentan una pausa en el 

disparo; por lo tanto la ACh se ha relacionado fuertemente con la memoria y el 

aprendizaje (Graybiel 2004, Zhou et al 2002).  
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    1.3.3. Somatostatina 

Además de la DA y la ACh existe toda una batería de transmisores que modulan 

la función del núcleo. Muchos de ellos son liberados localmente por 

interneuronas o por las colaterales de las MSNs por ejemplo: sustancia P, 

encefalinas, neuropéptido Y y somatostatina. Esta última es liberada por la 

interneurona LTS y está fuertemente relacionada con el sistema DAérgico y 

colinérgico (Tepper et al 2010, Chesselet y Reisine 1983). 

La somatostatina (SST) es un péptido cíclico que lleva a cabo diversos papeles 

funcionales en el organismo (Krantic et al., 2004; Viollet et al., 2000; Schulz et 

al., 2000; Patel, 1999). Se describió en los años 70’s en el hipotálamo y ahora se 

sabe que tiene una amplia distribución por todo el SNC (Brazeau et al., 1972, 

Figura  10.  Microcircuito 
estriatal.    Esquema  de  los 
elementos  del  núcleo  en 
verde  la neurona principal, 
en azul  la  interneurona FS, 
en morado  la  interneurona 
LTS  y  en  amarillo  la 
neurona  gigante 
colinérgica. Se muestran las 
principales  aferencias  al 
núcleo:  glutamatérgica  de 
la  corteza  y Daérgica de  la 
SNc.  (Modificado de Fino y 
Venance 2010).  
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Schulz et al., 2000). El péptido es producido en distintas proporciones por 

células somatostatinérgicas y actúa como neurotransmisor  modulador (Bassant 

et al 2005, Patel, 1999 y Gillies, 1997). El que la somatostatina se localice en 

varias zonas del cerebro no es fortuito ya que existen datos de que esta 

interviene en procesos conductuales complejos como las funciones cognitivas, 

motoras y sensoriales (Viollet et al., 2000). 

Diferentes trabajos tanto conductuales como electrofisiológicos y bioquímicos 

describen a la somatostatina como un modulador de la liberación de algunos 

transmisores como la acetilcolina, dopamina y el GABA en el estriado (Meyer et 

al., 1989; Chesselet y Reisine, 1983; Rakovska et al., 2003), y GABA y 

glutamato en el cerebro anterior (Momiyama y Zaborsky, 2006).  En el estriado 

esta reportado que la somatostatina aumenta la liberación de dopamina en el 

núcleo (Chesselet y Reisine, 1983; Rakovska et al., 2003; Hathway et al., 1999; 

Hathway et al., 2003). 

Existen dos isoformas biológicamente activas la somatostatina-14 y su 

equivalente extendida en el extremo amino terminal la somatostatina-28 (Gillies, 

1997). Ambos péptidos son sintetizados a partir de un único precursor de 116 

residuos de aminoácidos la preprosomatostatina  que es codificado a partir de un 

único gen localizado en el cromosoma 3q28 en humanos (Krantic et al., 2004 y 

Patel et al., 1999). 

La forma más abundante es la somatostatina-14 pero la somatostatina-28 

también es encontrada en el cerebro y representa del 20 % al 30 %  de 
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inmunoreactividad a somatostatina en el sistema nervioso (Patel, 1999). Se ha 

mostrado que en algunos casos ambos péptidos tienen efectos fisiológicos 

similares y en otros  incluso el mismo puede  tener acciones contrarias debido a 

que activan receptores ligados a cadenas de señalización heterogéneas (Bohem y 

Betz, 1997).  En el estriado se localizan los dos tipos de somatostatina tanto la 

28 como la 14 sin embargo, se observa en mayor proporción la somatostatina-14 

(Widmann et al., 1988). 

Las funciones biológicas que lleva a cabo la somatostatina son mediadas por 

cinco receptores acoplados a proteínas G  de siete dominios transmembranales 

nombrados sstr1-5(Schulz et al, 2000; Herviu y Emson, 1997). 

Los receptores a somatostatina se caracterizan por tener de 3 a 8 sitios de 

fosforilación por la proteína cinasa A (PKA), la cinasa C (PKC) y la 

calmodulina cinasa II en el carboxilo terminal y en la segunda y tercera asa 

intracelular (Vilchis, 2002). 

En base a su homología y a su afinidad a los agonistas los receptores a 

somatostatina se dividen en dos familias: la SRIF-1 que comprende a los 

receptores sst2, sst3 y sst5 y SRIF-2 en la que se agrupan los subtipos sst1 y sst4 

(Krantic et al., 2004). Entre sus blancos de encuentra la inhibición  de la 

adenilato ciclasa, unión a canales de Ca2+ y K+, bomba de Na2+/H, guanilato 

ciclasa, activación de fosfolipasa C, fosfolipasa A2, MAP cinasa, 

serina/treonina, proteína fosfotirosil fosfatasa. Además los SSTR están ligados a 

varios de los canales de K+, como el rectificador tardío, el rectificador entrante, 
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canales de K+ sensibles a ATP, y los BK dependiente de Ca2+ (Krantic et al., 

2004, Hervieu y Emson 1998; Chesselet y Graybiel., 1986; Reisine y Bell, 

1995). 

En el estriado los receptores somatostatinérgicos están relacionados con la 

inhibición de la entrada de calcio a través de canales de Ca2+ N/P (Vilchis et al.,   

2002), el aumento de la actividad de canales de K+ dependiente de Ca2+  BK e 

inhibición de los canales SK (Vilchis et al., 2000), además de abrir el 

rectificador entrante de  K+  (Hernández-Echegaray et al., 2005). Estudios 

previos muestran que todos los subtipos de receptores somatostatinérgicos están 

presentes en el estriado gracias a técnicas de RT-PCR tanto en el núcleo como 

en célula única; demostrando este último que el receptor predominante en las 

MSNs  es el SSTR2 (Figura 11) (Allen et al 2003, Hernández-Echeagaray et al., 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura   11. Receptores a somatostatina presentes en el estriado y MSN. En A) 

se    distinguen  las  concentraciones  de  los  distintos  tipos  de  receptores  a 

somatostatina  en  el  núcleo  total.  Los  subtipos  SSTR2  y  SSTR4  son  los más 

abundantes. En C)  subtipos de  receptores presentes, utilizando  la  técnica de 

single  cell  RT‐PCR,  en  una  neurona  espinosa  mediana  Enk  positiva,  En  D) 

Subtipo de receptores a somatostatina presentes en una neurona SP positiva, 

(Tomado de Galarraga et al, 2009). 

BK y SK: Canal de potasio
dependientes  de  calcio 
de  gran  conductancia 
(big)y  pequeña  (small) 
que  participan  en 
modular  la  excitabilidad 
neuronal.  
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1.4. Enfermedad de Parkinson 

Todos los elementos mencionados están relacionados en una red intrincada. La 

falta de alguno de ellos promueve el desbalance y malfuncionamiento del 

microcircuito, tal es la enfermedad de Parkinson en la que la ausencia de DA 

conlleva a cambios en los niveles de otros transmisores, cambios en las sinapsis 

y finalmente un remodelamiento del circuito implicado en el movimiento.     

La EP es un trastorno multifactorial descrito por  James Parkinson en 1817 

afecta aproximadamente 1% la población, convirtiéndose en la segunda 

enfermedad progresiva más común después del Alzheimer (Dauer y Przedborski, 

2003). 

La principal distinción de este padecimiento es el llamado síndrome 

parkinsoniano el cual se presenta en enfermedades que cuenten con una 

deficiencia cerebral de dopamina (DA) o daño directo del núcleo estriado (NE) 

(Dauer y Przedborski, 2003). A pesar de existir varias causas de parkinsonismos, 

la EP provee aproximadamente el 80% de los casos.  

Este síndrome se caracteriza por manifestaciones motoras que incluyen, temblor, 

mismo que decrece al iniciar los movimientos y se presenta solamente durante el 

reposo; rigidez, la cual se refiere a la resistencia para realizar movimientos 

pasivos con las extremidades; perdida de los movimientos voluntarios, postura 

inestable, freezing y bradicinesia (Parkinson, 2002; Dauer y Przedborski, 2003; 

Melrose et al., 2006). La bradicinesia, acinesia e hipocinesia pueden 
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manifestarse de diferentes maneras, entre ellas: pausas en las expresiones 

faciales normales (hipomimia), disminución del tono de voz (hipofonia), 

reducción en la talla corporal (micrografia), así como lentitud al escribir y 

caminar, y adopción de una postura inclinada, asimismo de pérdida del 

equilibrio (Dauer y Przedborski, 2003; Langston, 2006).  

Además de los síntomas motores hay manifestaciones no motoras de la 

enfermedad, encerrando desordenes del sueño, disfunciones en la olfacción, 

denervación simpática del corazón y constipación (Langston, 2006). 

Agregándose también  anormalidades emocionales, afectivas y cognitivas 

(Dauer y Przedborski, 2003; Cools et al., 2006). 

 1.4.1Patología 

Es bien conocido que la perdida de neuronas dopaminérgicas y por tanto la 

disminución de DA y sus metabolitos el ácido homovanílico (HVA) y el 3,4-

dihidroxifenilacetato (DOPAC) (Beal, 2001), así como la reducción en el nivel 

de expresión del ARNm del transportador de DA (DAT) son la principal 

característica de la EP (Uhl et al., 1994). Con ello se da la perdida de la 

importante modulación que la DA tiene sobre la salida funcional del núcleo 

(Guzmán et al., 2003; Tecuapetla et al., 2007). La mayor pérdida de axones 

dopaminérgicos se da en la parte del estriado denominada putamen, mientras que 

el caudado tiene un deterioro menos extensivo, debido quizá a que también 

recibe entradas dopaminérgicas provenientes del área tegmental ventral (VTA), 

núcleo que es menos dañado en la EP (Beal, 2001; Dauer y Przedborski, 2003; 
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Melrose et al., 2006). A esto se le puede añadir la muerte de neuronas 

catecolaminérgicas y serotoninérgicas de núcleos del tallo cerebral, neuronas 

hipotalámicas, neuronas corticales y del núcleo basal de Meynert el principal 

proveedor cortical de acetilcolina (Beal, 2001; Melrose et al., 2006).  

Dentro de la EP también se puede notar la aparición de inclusiones 

intracitoplásmicas de origen proteico conocidas como cuerpos de Lewy (LB) en 

las neuronas remanentes (Dewar et al., 1997; Dauer y Przedborski, 2003). Los 

LB son agregados esféricos que cuentan con varias proteínas incluyendo la α-

sinucleina, la ubiquitina, parkin y neurofilamentos (Feany y Bender, 2000; 

Chesselet, 2007). Estos  se presentan en todas las zonas afectadas del sistema 

nervioso tanto central como periférico: la corteza cerebral, bulbo olfatorio, 

hipotálamo y sistema autónomo. Así mismo en sistemas noradrenérgicos (Locus 

coeruleus) serotoninérgicos (Rafe) y colinérgicos (núcleo dorsal motor del 

nervio vago y el núcleo basal de Meynert) (Langston, 2006).  

La etiología de la EP es aún desconocida siendo el principal factor de riesgo la 

edad, se observa que pueden estar implicados agentes ambientales y genéticos. 

En cuanto a los factores ambientales se han relacionado varios agentes con la 

degeneración específica de células de la SNpc incluyendo la disfunción 

mitocondrial, el estrés oxidativo, toxinas exógenas, la acumulación intracelular 

de metabolitos tóxicos, infecciones virales, excito toxicidad (Lozano et al. 

1998). Por otro lado la reciente identificación de algunas proteínas implicadas en 

la EP como la α-sinucleina y el parkin que se encuentran mutadas en varios 

casos de Parkinson familiar. Como también  el advenimiento de los modelos 
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basados en alteraciones genéticas de la enfermedad, proveen nuevas pistas en el 

conocimiento de las causas de la EP (Chen y Feany 2005).  

1.4.2. 6-OHDA 

La generación de modelos para el estudio de la EP ha permitido el desarrollo de 

nuevos tratamientos y conocer los cambios fisiológicos que subyacen a este 

padecimiento. Uno de los modelos más usados ha sido el modelo de lesión con 

la toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en roedores. 

Los animales con lesión bilateral mostraban serios problemas en el 

comportamiento como disrupción motora, afagia, adipsia y acinesia lo que 

resultaba en la muerte del animal. El anterior hecho condujo a la inyección 

unilateral de la toxina produciendo el conocido modelo de rata 

hemiparkinsoniana, las ratas lesionadas de esta forma no muestran 

complicaciones motoras importantes. La principal característica desarrollada por 

estos animales es la conducta de giro inducida con agonistas dopaminérgicos o 

incluso desplegada sin estimular de alguna manera a la rata (Ungersted 1968, 

Shwarting y Huston 1996, Dewar et al 1997, Simola et al 2007).  

En el hemisferio dañado a parte de la perdida de DA, se puede observar un 

aumento en la cantidad de acetilcolina estriatal, así como la perdida de espinas 

dendríticas en una parte de la población de las neuronas espinosas medianas en 

el mismo núcleo (Day et al, 2006). Otra característica es la reducción de las 

sinapsis asimétricas sobre las neuronas espinosas medianas que provienen 

principalmente de la corteza y en alguna medida del tálamo y existen pruebas de 

6‐OHDA: Toxina  con 
estructura  similar  a  la 
DA,  por  lo  que  elimina 
selectivamente  a  las 
neuronas  que  contienen 
el  transportador  para 
este  neurotransmisor.  
De esta manera ingresa a 
las  ce´lulas  DAérgicas  y 
por  estrés  oxidativo 
produce  la  muerte 
neuronal crónica. 
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que la transmisión excitadora se ve aumentada en el sitio ipsilateral a la lesión 

(Arbuthnott 2009). También se ven afectados los receptores GABAérgicos, 

glutamatérgicos, adenosinérgicos y dopaminérgicos (Alfinito et al 2003, Gerfen 

et al, 2002, Shwarting y Huston 1996). 

En el caso de los receptores GABAérgicos se percibe una down-regulation, es 

decir, el total de receptores con respecto al cerebro del animal normal se ve 

disminuido (Araki et al 2002). 

Entre otros neurotransmisores los niveles de dinorfina y sustancia P se ven 

alterados disminuyendo sus valores en el estriado junto con el aumento en 

encefalinas y la enzima ácido glutámico descarboxilasa-67(GAD67) (Pollack et 

al, 1992, Taylor et al 1992). 

En el NE del lado lesionado se generan severos cambios en la sensibilización de 

los receptores dopaminérgicos dando una up-regulation en la cantidad de 

receptores (Gerfen 2003, Gerfen et al 2002, Savasta et al 1988, Breese et al 

1987). Los receptores de la clase D1 sufren una supersensibilización: en 

diferentes estudios se ha visto que hay una mayor unión de ligando en el animal 

lesionado con respecto al control, no así en la cantidad de ADNc y ARNm del 

receptor (Breese et al 1987). También en el caso de los receptores de la clase D2 

se da una hipersensibilización del receptor utilizando agonistas radioactivos se 

ha visto un aumento en la cantidad de receptores de tipo D2, además de un 

incremento en los niveles de ARNm del mismo (Savasta et al 1987). Aunado a 

up‐regulation:   Cambio 
homeostático  en  el  que 
la  disminución  en  los 
niveles  de  ligando 
promueve  un  aumento 
en  el  número  de 
receptores  funcionales. 
Puede  darse  por 
aumento  neto  en  los 
receptores  o  por 
sensibilización  de  la 
cadena  de  señalización 
asociada. 
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ello se observa un aumento en la dimerización del receptor adenosinérgico A2A y 

el receptor de DA tipo D2 (Criswell et al 1988). 

A pesar de los avances que se han realizado en la conocer las alteraciones en la 

enfermedad de Parkinson, en el ámbito de la fisiología de los circuitos 

neuronales implicados la información es escasa y están abiertas varias áreas para 

investigar tanto el funcionamiento de los ganglios basales en condiciones control 

como en esta y otras patologías.  
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Planteamiento del problema 

 

La inhibición colateral que existe entre las neuronas espinosas medianas 

de proyección en el estriado son un punto esencial para entender cómo 

se lleva a cabo la selección de comandos motores por los ganglios 

basales (Groves 1983 y Wickens et al 1991) y durante la enfermedad de 

Parkinson hay perdida de la inhibición y de la dinámica estriatal (Flores-

Barrera et al 2011, Jáidar et al 2010). Sin embargo hasta ahora no se ha 

probado el impacto real de esta conexión en el microcircuito quizá 

debido a la falta de las herramientas correctas y no se ha evaluado que 

sucede en la enfermedad de Parkinson en esta conexión. En el presente 

estudio se utilizará una aproximación poblacional para estudiar este 

fenómeno. Se analizará que sucede en el circuito patológico y si existen 

alteraciones en la modulación de dicha sinapsis por el péptido 

somatostatina.  
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Hipótesis 

Hipótesis 1. La inhibición colateral será capaz de inhibir el disparo de Neuronas 

Espinosas Medianas  

Hipótesis 2. La inhibición colateral se verá modificada en un modelo de la 

enfermedad de Parkinson  

Hipótesis 3. La inhibición colateral será modulada por somatostatina de manera 

diferente en un modelo de la enfermedad de Parkinson  
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Objetivos 

Estudiar el impacto de la inhibición colateral y su modulación en la población 

del microcircuito estriatal, en condiciones control y en un modelo de la 

enfermedad de Parkinson. 

 

Objetivos particulares 

a) Estudiar el impacto de la transmisión GABAérgica entre espinosas medianas en la 

población estriatal. 

b) Estudiar la modulación somatostatinérgica de esta sinapsis 

c) Observar sí existen cambios en la transmisión GABAérgica en un modelo de la 

enfermedad de Parkinson 

d) Observar si existen diferencias de modulación por somatosatina en un modelo de 

la enfermedad de Parkinson 
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Resultados  

Parte I 

Inhibición colateral  

Caracterización de Neuronas Espinosas Medianas 

Se registraron neuronas estriatales mediante la técnica de patch clamp en la 

modalidad de célula entera. Las células fueron identificadas utilizando registros 

de fijación de corriente donde se corroboraron sus características fisiológicas. 

Ante la inyección de pulsos de corriente despolarizante las células dispararon 

potenciales de acción a un potencial de -45 mV (Figura 12A),  mientras que 

mostraron  rectificación entrante al inyectar pulsos de corriente hiperpolarizante, 

misma que se observo claramente en los registros en la modalidad de fijación de 

voltaje, estas son propiedades reportadas previamente para neuronas espinosas 

medianas que se pueden observar en la relación corriente-voltaje (I-V) que se 

construye a partir de los registros electrofisiológicos (Figura12C). 

Posteriormente se comprobó con una tinción post-hoc que las características 

morfológicas también correspondían a las de MSNs, se realizaron 

reconstrucciones de las neuronas registradas y todas exhibieron espinas 

dendríticas y un soma de 15-20 µm de diámetro (Figura 12D).  
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Activación selectiva de múltiples MSNs 

Una vez identificadas las neuronas de interés se estimuló con un electrodo 

bipolar concéntrico de 12.5 µm en el globo pálido (Figura 13A), esta estrategia 

fue efectiva para activar selectivamente a las MSNs evocando potenciales de 

acción antidrómicos. Para confirmar que los potenciales de acción eran 

producidos desde el axón se hizo el protocolo de colisión, en el cuál se abole el 

PA antidrómico produciendo un PA en el soma milisegundos antes de la 

estimulación como se puede ver en la figura 13; nótese en B dos potenciales de 

Antidrómico: Conducción 
del  potencial  de  acción 
desde el axón al soma. 

Figura 12. Caracterización de neuronas espinosas medianas. A. Trazos de voltaje en 
respuesta  a  pulsos  de  corriente  despolarizante  e  hiperpolarizante.  B.  Trazos  de 
corriente en respuesta a comandos de voltaje. C. Curva corriente‐voltaje construida 
a partir de  los registros en A y B. Nótese que    las curvas obtenidas a partir de  los 
registros de fijación de corriente y de voltaje se sobreponen,  indicando una buena 
fijación  de  voltaje.  Inserto.  Imagen  de    la  neurona  registrada  en  A marcada  con 
biocitina se notan las características morfológicas típicas de las MSNs: soma de 10‐
20 µm  y presencia de espinas dendríticas.  
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acción producidos con inyección de corriente en el soma y el PA antidrómico 

evocado por la estimulación del axón estriofugal, mismo que se cancela al 

activar primero el soma en el trazo presentado en C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se llevaron a cabo registros en la modalidad de fijación de voltaje para observar 

las corrientes postsinápticas mediadas por GABA. La activación antidrómica de 

las neuronas estriatales de proyección evocó corrientes postsinápticas 

inhibidoras en las MSNs. Se registró con una solución interna con alta 

concentración de Cl- para evidenciar las corrientes postsinápticas GABAérgicas. 

En presencia de CNQX y APV para bloquear los receptores a glutamato de 

AMPA y NMDA respectivamente; se aplicó bicuculina (antagonista de 

Figura 13. Activación antidrómica de 
MSNs. A. Esquema del protocolo de 
estimulación.  B.  Potenciales  de 
acción  evocados  con  un  pulso 
despolarizante  en  el  soma  seguidos 
de un potencial de acción producido 
por  estimulación  de  los  axones 
estriofugales  en  el GP.  C.  Protocolo 
de  colisión.  Potenciales  de  acción 
evocados   en el soma, cuando el PA 
somatico  antecede  en  pocos 
milisegundos  a  la  estimulación 
antidrómica se evita el disparo PA.     
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receptores GABAA) y las corrientes evocadas por estimulación antidrómica se 

bloquearon reversiblemente. En la figura 14 se muestra el curso temporal de la 

amplitud de las IPSCs durante el experimento, se observa que las corrientes se 

bloquean en presencia de bicuculina o gabazina [10µM] y que al lavar el 

fármaco las corrientes se recuperan, lo que se puede ver en los trazos 

representativos de cada momento del experimento (figura 14C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Para conocer cuantas sinapsis se podían reclutar con este protocolo se realizaron 

curvas intensidad-amplitud. Se detecto la intensidad mínima para evocar IPSCs 

de la menor amplitud y se tomo como intensidad umbral, posteriormente se fue 

duplicando la intensidad hasta llegar a un máximo. Con ello se construyeron las 

curvas I-A, se observa que el reclutamiento de sinapsis tiene un comportamiento 

de tipo sigmoidea. Llegando a amplitudes máximas de 157 ± 11 pA para el 

Figura 14. Inhibición colateral. A. Esquema de estimulación en este caso la pipeta de 
registro contiene un bloqueador de canales de sodio para evitar el disparo. B. Curso 
temporal  del  experimento.  Se  evocaron  corrientes  postsinápticas  inhibidoras  con 
estimulación  en  el GP.  En  presencia  de  anatagonistas  de  receptores  a  glutamato 
(CNQX  10 µM  y APV  50  µM)  la  aplicación  de  bicuculina  10 µM  para  bloquear  la 
transmisión  GABAérgica  elimina  las  IPSCs  de  manera  reversible.  C.  Trazos  de 
corriente representativos de cada fase del experimento.        
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electrodo de estimulación utilizado (punta de lápiz 12.5µm de diámetro) (Figura 

15; Tecuapetla et al 2005) señal de que se reclutan varias células con esta táctica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el fin de conocer qué tipo neuronal se recluta con la estimulación 

antidrómica en el GP se obtuvieron rebanadas de animales transgénicos que 

expresan el gen reportero GFP asociado a los receptores dopaminérgicos que 

caracterizan la separación de las dos vías, es decir, al receptor D1 (Drd1-EGFP) 

o al receptor D2 (Drd2-EGFP). Se hizo una tinción retrograda colocando 

biocitina en el sitio donde se sitúa el electrodo de estimulación como se observa 

en la imagen panorámica de una rebanada sagital de ratón Drd2-EGFP, donde 

además se observa delimitado el estriado y GP con la señal de GFP (Figura 

Biocitina:  Vitamina 
soluble  con  alta  afinidad 
a  la  avidina.  La  avidina 
puede ser conjugada con 
una  gran  cantidad  de 
anticuerpos y fluoroforos  
lo  que  permite  hacer 
tinciones post‐hoc 

Figura  15.  Curva  Intensidad‐amplitud  de  las  IPSCs  evocadas  con  estimulación 
antidrómica.  A.  Ajuste  a  la  curva  I‐A  obtenida  de  una  serie  de  experimentos.  B. 
Trazos  representativos de  las  amplitudes  registradas  ante  intensidades  crecientes 
de estimulación (Tecuapetla et al, 2005).  
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16A). Con ello los axones de espinosas medianas que pasan por el GP toman el 

marcador y se observan los somas en el estriado. Como se esperaba las células 

marcadas retrogradamente en color rojo co-localizan con neuronas GFP positiva 

en color verde y negativas en animales Drd1-EGFP y Drd2-EGFP (Figura 16B y 

C), indicando que al colocar el electrodo de estimulación en el globo pálido se 

reclutan neuronas de ambas vías.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  16.  Marcado  retrogrado 
de MSNs. A.  imagen panorámica 
de    una  rebanada  sagital  de 
ratón Drd2, se sitúa el marcador 
en  el  GP  en  el  sitio  de 
estimulación y este se transporta 
retrógradamente  al  estriado.  B. 
Imagen 40X de   un experimento 
de marcado  en ratón Drd1‐EGFP 
en verde se muestra  la señal de 
GFP,  y  en  rojo  el marcado  con 
biocitina,  en  1  y  2  imágenes  de 
GFP  y biocitina  sobrepuestas en 
B.  C.  Imagen  40X  de    un 
experimento  de  marcado    en 
ratón  Drd2‐EGFP  en  verde  se 
muestra  la  señal  de  GFP,  y  en 
rojo el marcado con biocitina, en 
1  y  2  imágenes  de  GFP  y 
biocitina  sobrepuestas  en    C. 
Escala  100µm  en A,  20µm  en  B 
(1 y 2) y C (1 y 2). 
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Análisis de circuitos neuronales identificados 

Se evaluó el papel que juega la inhibición colateral en el microcircuito utilizando 

registros ópticos de la población neuronal con resolución de célula única, de esta 

manera se observó  la actividad de cientos de neuronas de manera simultánea. 

Para lograrlo se utilizó la técnica de 

imagenología de calcio. Se cargaron las 

rebanadas con Fluo-4 y se observaron 

con la ayuda de un microscopio de 

epifluorescencia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  17.  Correlación  electrofisiológica 
con  el  fluoróforo  de  calcio  fluo‐4.  A1. 
Imagen de la célula al momento de hacer 
los  registros electrofisiológicos  y ópticos 
simultáneamente. A2. Señal de fluo‐4 de 
la  célula  registrada  fijada  para  su 
identificación  posterior.  A3.  Imagen  de 
biocitina.  A4.  Inmunofluoerescencia 
contra SP. A5. Sobre posición de todas las 
anteriores,  nótese  que  la  SP  co‐localiza 
con  la célula  registrada. B. Amplificación 
de  trazos  de  voltaje  en  respuesta  a 
pulsos  de  corriente  despolarizante 
inyectados  en  el  soma  C.  Trazos 
mostrados  en  B.  D.  Cambio  de 
fluorescencia  asociado  a  la  entrada  de 
Ca++  que  produce  el  disparo  de  PA.  E. 
Primera  derivada  del  cambio  de 
fluorescencia  mostrado  en  D.  F. 
Amplificación  de  trazos  de  voltaje  en 
respuesta  a  la  estimulación  antidrómica 
en  el  GP.  G.  Trazos mostrados  en  F.  H. 
Cambio  de  fluorescencia  asociado  a  la 
entrada de Ca++ que produce el disparo 
de PA. I. Primera derivada del cambio de 
fluorescencia  mostrado  en  H.    Escala 
20µm.    

Fluo‐4:  Indicador  verde‐
fluorescente  sensible  a 
calcio, en su  forma éster 
es  permeable  a  la 
membrana  plasmática 
permitiendo  cargar 
rebanadas de tejido.   
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Se midió la actividad eléctrica de las células de manera indirecta como un 

cambio en la fluorescencia. Lo cual se puede comprobar al realizar registros 

electrofisiológicos paralelamente a la captura imágenes de los cambios en 

fluorescencia. En la figura 17 se muestran registros de voltaje ante pulsos de 

corriente de intensidad creciente inyectados en el soma, con ello se produjeron 

diferente número de potenciales de acción y se observo el cambio de 

fluorescencia asociado. Se puede ver la sensibilidad del fluoróforo que presenta 

un cambio desde dos potenciales de acción y va incrementando de manera 

proporcional a la cantidad de disparos de la neurona. De manera interesante al 

obtener la primera derivada del trazo de cambio en la fluorescencia notamos que 

la duración de la misma es aproximada a la duración del evento eléctrico. En el 

mismo sentido los potenciales de acción antidrómicos tienen un efecto similar en 

la dinámica del calcio y el cambio en la fluorescencia (Figura 17F y G).  

Se obtuvieron registros ópticos en rebanadas de animales transgénicos Drd1-

EGFP o Drd2-EGF con el propósito de tener identificadas las poblaciones de 

neuronas activadas durante la activación de espinosas medianas y así evaluar que 

tan selectivo es el método de estimulación antidrómica. Ya que el fluo-4 y la 

GFP tienen la misma longitud de onda de excitación y emisión se condujeron los 

experimentos como se describe a continuación. 

Se estableció el área de interés previo al cargado con fluo-4, en la figura 18 se 

observa una imagen fluorescente previa al cargado con fluo-4 de un ratón Drd2-

EGFP. Se puede observar la gran cantidad de células positivas (500 ± 120 en un 

área de 670 X 860 µm, n=30), en D y E  se tienen las imágenes de contraste de 
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interferencia diferencial (DIC) donde se nota que las coordenadas x, y y z de 

varios puntos de referencia siguen siendo cualitativamente idéntica antes y 

después del cargado, lo cual es mucho más evidente en un acercamiento con el 

objetivo de 40X donde se nota que estamos siguiendo a las mismas células 

después del cargado (Figura 18 B y C). En F se muestra una representación 

esquemática del área registrada en la que se observan las células GFP positivas 

en círculos vacíos y las células que tuvieron actividad espontánea durante el 

experimento en colores, obsérvese en trazos verdes ejemplos de neuronas GFP 

positivas activas durante el experimento (representadas en puntos verdes en F) y 

células GFP negativas con actividad en trazos rojos (representadas en puntos 

rojos en F). De esta forma seguimos la actividad de neuronas identificadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Registros ópticos de poblaciones neuronales  identificadas. A.  Imagen de  la 
señal emitida por la GFP en un ratón Drd2. B. Acercamiento (40X) de la región indicada 
con  línea punteada en A antes del cargado con  fluo‐4. C. Misma área mostrada en C 
después del cargado con fluo‐4. D y E. Imágenes con microscopia DIC antes y después 
del cargado para asegurar que se tiene la misma área pixel a pixel. F. Mapa espacial de 
las neuronas GFP +  (círculos vacíos) y células activas durante el experimento  (verde: 
ejemplos de células GFP+ activas, rojo: ejemplos de células GFP‐ activas y azul células 
activas  restantes)  en. G.  Trazos  de  fluoerescencia  de  las  células  indicadas  en  F.  En 
verde actividad de  células GFP+ y en  rojo actividad de  células GFP‐. Barra de escala 
100µm. 
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Una vez establecido el protocolo para observar poblaciones de neuronas e 

identificarlas, se procedió con la estimulación antidrómica para observar el 

poder de reclutamiento de esta técnica. En la figura 19 B se muestra una gráfica 

tipo raster con su respectivo histograma de un experimento representativo, se 

aprecia que existe poca actividad basal y que la mayoría de células activas a lo 

largo del experimento respondieron al estímulo aplicado (puntos y línea roja), 

hecho que se hace más evidente en el mapa de correlación donde las neuronas 

presentan un alta correlación (rojo en el mapa de pseudocolor) demostrando que 

la estimulación es consistente y activa de manera similar a todas las células, 

además de que existen pocas células que no siguen el estímulo antidrómico 

(líneas azules en el mapa de pseudocolor) (Figura 19E). Cuando analizamos que 

tipo de células estamos estimulando en los ratones transgénicos (Drd1-EGFP o 

Drd2-EGFP) podemos ver que de las neuronas presentes durante la estimulación 

antidrómica aproximadamente 50% son GFP positivas si se hace un pool de 

todos los experimentos realizados en los dos tipos de ratones (Figura 19C, 

n=14), un ejemplo de ello se observa en el mapa espacial de un experimento 

representativo en D donde se observan en círculos vacíos las células GFP+ 

totales presentes en el área de registro y en círculos de color la células GFP+ 

(verde) y GFP – (rojo) que se sincronizaron al estimular antidromicamente en el 

globo pálido, conjuntamente de esta manera corroboramos que la estimulación 

en el GP activa selectivamente a MSNs.  

 

 

Raster:  Gráfica  de  la 
actividad  de  varias 
células,  cada  fila 
representa  una  célula 
activa  durante  el 
experimento  y  cada 
columna  es  un  periodo 
de  tiempo.  Los  puntos 
representan  ráfagas  de 
PAs    
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Análogamente a los experimentos de curvas I-A con las IPSCs se realizaron 

curvas de reclutamiento con imagenología de calcio. Se estudió el número de 

Figura  19.  Activación  antidrómica  de  poblaciones  de  neuronas  identificadas.  A. 
Representación esquemática del protocolo experimental. B. Gráfica  tipo  raster de  la 
actividad global del microcircuito estriatal durante  la estimulación antidrómica. Cada 
fila  representa  una  célula  y  su  actividad  a  través  del  tiempo.  En  la  parte  inferior 
histograma de dicha actividad. Nótese que al estimular en el GP existe sincronización 
(evocada)  de  varias  células.  C.  Resumen  de  varios  experimentos  en  ratones 
transgénicos de la identidad de las células activadas por la estimulación antidrómica, la 
gráfica de pastel muestra que aproximadamente  50% de las células activadas con esta 
estrategia  son  GFP+  ya  sea  en  ratones  Drd1  o  Drd2‐EGFP  (n=11).  D.  Mapa  de  la 
ubicación espacial de  las células activas del experimento mostrado en B. E. mapa de 
correlación de las células activas en B.  
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células que respondían ante intensidades de estimulación crecientes. En la figura 

20 se ejemplifica un experimento. Podemos observar en el raster y con mayor 

claridad en el histograma como se van reclutando las neuronas con un 

comportamiento sigmoideo. En la curva formada a partir de varios experimentos 

se observa que el número máximo de neuronas que se puede reclutar es 25% del 

total de células cargadas en el área con los mismos parámetros de estimulación 

que en los experimentos electrofisiológicos (n=5) (Figura 20 B). Abajo en C y D 

el correspondiente en IPSCs para las mismas intensidades de estimulación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  20.  Curva  de  reclutamiento  de MSNs. A. Actividad  del microcircuito  estriatal 
ante  intensidades  crecientes  estimulación  antidrómica  (denotadas  por  las  flechas). 
Raster  e  histograma  de  un  experimento  representativo  B.  Curva  de  reclutamiento, 
donde se promediaron 5 experimentos. C y D. Curva I‐A correspondiente a las mismas 
intensidades de estimulación.   
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Impacto de la inhibición colateral en el microcircuito estriatal 

Una vez que se conoció la efectividad del protocolo de estimulación antidrómica 

y su correlación con los experimentos electrofisiológicos se estudio el impacto 

de la inhibición colateral en la población estriatal. Se tomaron series de 

imágenes de rebanadas de rata y ratón transgénico cargadas con fluo-4 

estimulando antidrómicamente en el GP  en condición control y en presencia de 

un antagonista del receptor GABAA. Al estimular a la intensidad media 

determinada en la curva de reclutamiento se observa la activación de 30 células 

en promedio cantidad que se dúplica al añadir bicuculina [10µM] al baño  como 

se nota en el raster e histograma de un ejemplo en la figura 21A (n=30,  

p≤0.005). Indicando que con la aplicación del antagonista GABAérgico se 

revelaron células que estaban siendo activamente inhibidas por las neuronas del 

estimulo control.  

Se analizó la distancia de los vecinos más cercanos de las nuevas células 

reclutadas en presencia de bicuculina (Figura 22B). Esta exploración dejo ver 

que las células activamente inhibidas aparecían en un rango de 10-90 µm de 

lejanía con respecto a las neuronas en el estimulo control (n=10), distancia 

reportada para encontrar pares de MSNs conectadas. Fuerte sugerencia de que lo 

que estamos viendo es la inhibición mediada por las neurona estriatales de 

proyección. Se observo la identidad de los vecinos cercanos, es decir si 

pertenecían a las vías directa o indirecta y no se registro ninguna preferencia. En 

las gráficas de pastel de la figura 22D observamos que los porcentajes son muy 
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cercanos y no presentan diferencias significativas (n=8). Apuntando a que no 

existen reglas especificas de conexión entre las MSNs.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Impacto de la inhibición colateral en el microcircuito estriatal. A. Raster con 
su  respectivo  histograma  de  un  experimento  representativo.  Se  estimula  en  una 
situación control (rojo) y en presencia de bicuculina 10 µM  (verde). Se muestra: i) baja 
actividad basal  antes de  la estimulación,  ii)  con el  estimulo  se  activan  y  sincronizan 
varias células e  incrementan de manera significativa en presencia del bloqueador de 
los receptores GABAA, B. Células GFP positivas presentes en el plano focal elegido para 
el experimento. Células responsivas ante  la estimulación control (1/2 de  la  intensidad 
máxima de estimulación) son representadas en verde. En presencia de bicuculina más 
neuronas  responden  a  la  estimulación  antidrómica  ante  la misma  intensidad  (rojo), 
casi doblando el número de células en el control (n=21).  
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Figura 22. A. Las gráficas de cajas y bigotes resumen varios experimentos en los que se 
observó  el  incremento  de  células  al  aplicar  bicuculina  en  ratas  y  ratones.  B. 
Distribución de las distancias a las que aparecen  las nuevas células reclutadas después 
de la aplicación de bicuculina, mostrando que esta se encuentra dentro de las 80 µm. 
C. Histograma de  la  identidad de  las neuronas que aparecieron  con  la aplicación de 
bicuculina. D. Identificación del vecino más cercano de las nuevas células reclutadas en 
presencia  del  antagonista GABAA.  E.  Representación  esquemática  del  fenómeno  de 
inhibición colateral.    
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Parte II 

Patofisiología 

Modelo de Parkinson 

Se comparó el circuito control con una patología conocida de los Ganglios 

Basales: la enfermedad de Parkinson. Para ello se generó el modelo de roedor 

hemiparkinsoniano. Se eliminaron selectivamente a las neuronas de la SNc en 

ratas o ratones por medio de cirugía esterotáxica depletando la DA estriatal de 

un solo hemisferio (Ver métodos).  Se corroboro el éxito de la cirugía por medio 

de la evaluación de la conducta de giro y solo los animales con un desbalance 

motor de más del 95% fueron usados para los experimentos posteriores (Figura 

23B), complementariamente se realizó una inmunohistoquimica de TH en 

algunas rebanadas  para observar la falta de esta enzima en el hemisferio tratado 

y la falta de neuronas DAérgicas en la SNc (Figura 23A). Se realizaron registros 

de actividad espontanea en fijación de corriente en neuronas estriatales. En 

condiciones control las neuronas se encuentran silentes y en el modelo de 

enfermedad de Parkinson se pueden encontrar neuronas que exhiben  disparos 

espontáneos en ráfaga como se observa en la figura 23C donde se compara un 

registro de un animal naïve con los registros obtenidos del estriado depletado de 

DA, como ya ha sido reportado anteriormente confirmando que la lesión lleva a 

cambios en la actividad del núcleo (Jáidar et al, 2010).  

 

 

TH:  Tirosina  hidroxilasa, 
enzima  que  participa  en 
la síntesis de dopamina. 
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Inhibición colateral en el modelo de Parkinson 

Se realizaron registros de IPSCs evocados con estimulación antidrómica en el 

GP en las neuronas principales del estriado. Al igual que en los animales naïve 

se lograron registrar corrientes mediadas por GABA al estimular los axones 

estriofugales en el globo pálido en la figura 24B se muestra un curso temporal de 

Figura 23. Modelo de enfermedad de Parkinson de 6‐OHDA. A.  Inmunohistoquímica 
contra  TH.  Se muestra  señal  en  el  lado  contralateral  a  la  lesión  y  carencia  de  esta 
enzima en el lado ipsilateral a la lesión. Abajo corte coronal a la altura de la SNc donde 
se observa la falta de células DAérgicas en el lado lesionado. B. Desbalance motor ante 
la  inyección  de  anfetamina.  En  la prueba de  giro  los  animales mostraron un mayor 
número de giros ipsilaterales al sitio de inyección con un desbalance de más del 95%. 
C. Registros de voltaje de  la actividad espontánea en control   y en animales tratados 
con la toxina.  
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las amplitudes de los IPSCs evocados durante el experimento al aplicar 

bicuculina [10µM] las corrientes se bloquean de manera reversible como se ve 

en los trazos representativos de cada fase del experimento en C. A pesar de 

lograr evocar los IPSCs hubo una probabilidad de éxito menor, mientras que en 

los animales naïve se tiene un porcentaje de éxito del 96% en los animales 

lesionados este porcentaje baja a 66%  evidenciando una perdida en las 

conexiones de colaterales axónicas (Figura 24C).  De igual manera la eficiencia 

sináptica se ve afectada, al realizar un histograma con la intensidad de 

estimulación mínima se puede observar que el número de fallas incrementa 5 

veces en los animales tratados y disminuye el número de eventos evocados 

(Figura 24D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24.  Inhibición colateral en el modelo de enfermedad de Parkinson. A. Esquema del  
protocolo  de  estimulación.  B.  Curso  temporal  de  las  IPSCs  evocadas  con  estimulación 
antidrómica.  10  µM  de  bicuculina  bloquea  completamente  las  corrientes  evocadas 
denotando  su  naturaleza  GABAérgica.  C.  Trazos  representativos  de    cada momento  del 
experimento. D. histograma del éxito para evocar IPSCs en el animal control y en el animal 
tratado  con 6‐OHDA. E. Histograma de  fallas de  las  IPSCs   evocadas  con  la  intensidad de 
estimulación  mínima.  Barras  solidas  animal  hemiparkinsoniano,  línea  punteada  animal 
control.  
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Cuando se realizan las curvas intensidad-amplitud podemos observar una 

reducción significativa de la amplitud máxima  en el 50% de las neuronas 

registradas que paso de 157±11 a 54.3 ± 6, y en 50% de los casos restantes a 

pesar de conservar la misma amplitud máxima que en el caso control; la 

pendiente de la curva que refleja la tasa de reclutamiento se hace más grande 

manifestando que hay menos sinapsis disponibles (Figura 25).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al realizar el experimento con imagenología de calcio para ver la población en 

el circuito patológico se pudo reproducir el aumento en la actividad del estriado 

reportado anteriormente. En presencia de antagonistas glutamatérgicos se 

estímulo antidrómicamente para reclutar MSNs en condición control y 

Figura  25.  Curva  Intensidad‐amplitud  de  las  IPSCs  evocadas  con  estimulación 
antidrómica  control  vs  6‐OHDA.  A.  Ajuste  a  la  curva  I‐A  obtenida  de  una  serie  de 
experimentos en animales control (línea punteada verde) y animales depletados de DA 
(líneas  sólidas  rojo  y  azul)  (n=14).  B.  Trazos  representativos  de  las  amplitudes 
registradas ante intensidades crecientes de estimulación.  
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bloqueando la transmisión GABAérgica con bicuculina [10µM]. Al igual que en 

los animales naïve se sincronizaron varias neuronas ante la estimulación en el 

GP, pero en presencia del antagonista GABAA no se registro ningún aumento en 

el número de neuronas activadas por el estímulo. En la figura 26 se ilustra un 

ejemplo se observa en el raster e histograma correspondiente que el número de 

células reclutadas es el mismo antes y después el tratamiento farmacológico. En 

el resumen de varios experimentos se confirma que la transmisión GABAérgica 

de colaterales axónicas en el modelo de enfermedad de Parkinson está 

disminuida siendo incapaz de controlar la excitabilidad de las neuronas vecinas 

(n=13) (Figura 26C).    
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Modulación Somatostatinérgica 

Se realizaron registros electrofisiológicos en la modalidad de fijación de voltaje 

de un total de 145 células que presentaron las características típicas de neuronas 

espinosas medianas (ver figura 12), ya sea en condición control o en animales 

hemiparkinsonianos para analizar la modulación de la liberación de GABA de 

las terminales de las neuronas de proyección en el estriado.  

Se evocaron corrientes postsinápticas inhibidoras con estimulación antidrómica 

de los axones estriofugales en el globo pálido de animales naïve. Al aplicar 

somatostatina [1 µM]  en presencia de antagonistas glutamatérgicos y DAérgicos 

se obtuvo una reducción promedio de la amplitud de las IPSCs del 34% en todos 

los casos registrados. El cambio en la amplitud estuvo acompañado de un 

cambio promedio en la tasa de pulso pareado del 50% a facilitación, indicando 

un cambio a nivel presináptico (n=7,  p≤0.005). En la figura 27 se muestra el 

curso temporal de un experimento típico y los trazos representativos del mismo.    

Figura 26. Impacto de la inhibición colateral en el microcircuito estriatal depletado de 
DA.  A.  Imagen  panorámica  de  una  inmunohistoquímica  contra  TH  (verde),  corte 
coronal, escala 100µm. B. Raster e histograma de la actividad observada en el circuito 
parkinsoniano. Nótese la sincronización de neuronas sin aplicación de ningún estímulo 
o fármaco. C. Raster con su respectivo histograma de un experimento representativo. 
Se estimula en una situación control (rojo) y en presencia de bicuculina 10 µM  (verde). 
Se muestra: con el estimulo se activan y sincronizan varias células que no incrementan 
de  manera  significativa  en  presencia  del  bloqueador  de  los  receptores  GABAA, 
sugiriendo  la perdida de  la efectividad de  la  inhibición colateral en  la enfermedad de 
Parkinson. C. Cajas mostrando el resumen e varios experimentos donde se observo el 
mismo efecto (n=11, NS).   

_______________________________________________________________________ 
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Por otro lado se evocaron IPSCs con estimulación intraestriatal a 1mm de 

distancia de la neurona de proyección registrada (Figura 27), con esta estrategia 

se observa preferentemente la conexión de interneuronas sobre MSNs, al aplicar 

bicuculina [10 µM] se bloqueó completamente la corriente evocada (Figura 

28B). Con este protocolo se estudió el efecto de la SST sobre la liberación 

GABAérgica de interneuronas. Se puede notar en el curso temporal mostrado en 

la figura 28C que al aplicar  SST [1µM] al baño las IPSCs no sufren cambio 

Figura 27. Modulación de la inhibición colateral por somatostatina. A. Curso temporal 
de  las amplitudes de  las  IPSCs evocadas  con estimulación antidrómica en el GP.    La 
somatostatina modula  presinápticamente  a  las MSNs.  La  aplicación  de  SST  [1  µM]  
disminuye la amplitud de las corrientes registradas.  B. Trazos representativos de cada 
momento  del  experimento.  C.  Resumen  de  varios  experimentos mostrando  que    el 
efecto promedio es un 34% de inhibición de la respuesta sináptica. D. el cambio en la 
amplitud está asociado a un cambio en la tasa de pulsos pareados que incrementa 50% 
(n=7, p ≤ 0.05 ).  
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alguno. En los trazos representativos de cada momento del experimento se 

observa que tanto la amplitud como la TPP permanecen sin modificarse en 

presencia del fármaco (n=8, ns). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modulación somatostatinérgica en el modelo de enfermedad de Parkinson  

Se analizó la modulación por SST sobre la inhibición colateral en el animal con 

depleción crónica de DA. La presencia de SST [1µM] produjo reducción de la 

Figura 28. La somatostatina no modula la inhibición por interneuronas. A. Esquema del 
protocolo  experimental. B.  IPSCs  evocadas  con  estimulación  intraestriatal. Al  aplicar 
bicuculina dichas corrientes desaparecen denotando su naturaleza GABérgica. C. Curso 
temporal de  las amplitudes de  las  IPSCs evocadas con estimulación  intraestriatal.  La 
aplicación de SST [1 µM]   no tiene ningún efecto sobre    la amplitud de  las corrientes 
registradas.  D. Trazos representativos de cada momento del experimento. E. Resumen 
de  varios  experimentos mostrando  que  no  hay  efecto  sobre  la  respuesta  sináptica 
(n=8, ns).  
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amplitud de las IPSCs en 57% de la población e incremento la amplitud en el 

restante 43% (Figura 29I). En la figura 29 se muestra un experimento 

representativo de ambas condiciones. Se obtuvieron IPSCs de una amplitud 

promedio de 49 ± 9.3 pA y después de la aplicación de SST amplitud cayó a 

18.9 ± 3.1 pA obteniendo un efecto neto de reducción de 59.2 ± 10.6 % (Figura 

29 A,  B y C n=8, p ≤0.01).  Contrariamente en un experimento típico de 

aumento se obtuvo una amplitud promedio de las IPSCs en control de 60.7 ± 

11.2 pA que en presencia de SST incremento a 111 ± 24 pA, mostrando un 

efecto promedio de 82 ± 24 % de incremento (n=6, p≤0.05) (Figura 29 C, D y 

F).  

Para evaluar si ambos efectos eran sobre la liberación de GABA, es decir, a nivel 

presináptico se evaluó la tasa de pulso pareado, tanto en el caso de disminución 

como en el de aumento el cambio de las amplitudes estuvo asociado a un cambio 

significativo en la TPP en el primer caso el promedio de la TPP en control fue de 

0.83 ± 0.1  y después de la aplicación del fármaco se facilito presentando una 

TPP de 1.37 ± 0.2 (p≤0.01) (figura 29G). En el mismo sentido cuando la SST 

produjo una depresión de la TPP pasando de 0.93± 0.1, en condición control, a 

0.70 ± 0.15 después de SST (p≤0.05) (Figura 29H). 
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Figura 29. Modulación de  la  inhibición  colateral por  somatostatina en el modelo de 
rata hemiparkinsoniana. A. Curso  temporal de  las  amplitudes de  las  IPSCs  evocadas 
con estimulación antidrómica en el GP en un experimento representativo  la amplitud 
cae  después  de  la  aplicación  de  SST.    B.  Promedio  de  25  IPSCs  consecutivos  en 
condición control (1), durante la aplicación de SST (2) y los trazos sobrepuestos abajo. 
C. Gráfica de cajas resumiendo el efecto  inhibidor de  la SST  (n=8). El promedio de  la 
amplitud en  control  fue de 49 ± 9.3 pA   y después de SST  cayó a 18.9 ± 3.1 pA. D. 
Nuevo  efecto  de  la  SST  revelado  en  los  animales  tratados  con  6‐OHDA.  La  SST 
incrementa la amplitud de las IPSCs. Curso temporal de un experimento representativo 
la  amplitud  de  las  corrientes  evocadas  aumenta  al  aplicar  SST.  E.  Promedio  de  25 
trazos consecutivos en diferentes condiciones. F. Gráfica de cajas resumiendo el nuevo 
efecto de la SST (n=8). El promedio de la amplitud en control fue de 60.7 ± 11.2 pA  y 
después de  SST  aumento  a  111  ±  24 pA  (n=7).   G  y H. Cambio  en  la  tasa de pulso 
pareado  en  el  primer  caso  la  TPP  pasa  de  0.83  ±  0.1  a  1.37  ±  0.2  y  en  el  caso  de 
aumento la TPP pasa de 0.93 ± 0.1 a 0.7 ± 0.15. I. El tratamiento farmacológico con SST 
revela dos poblaciones   de MSNs después de  la depleción DAérgica.  Las  gráficas de 
pastel muestran que aproximadamente 60% del total de células registradas a  las que 
se  les aplico SST presentan el efecto  inhibidor mientras que el 40% restante tiene un 
efecto contrario.      
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Adicionalmente se realizó un análisis de media-varianza, de esta manera se 

calcularon  tres parámetros de la sinapsis: la amplitud promedio de la respuesta 

postsináptica ante un paquete de neurotransmisor (Q), el número de sitios de 

liberación independientes que hacen contacto sináptico (N) y la probabilidad 

promedio de liberación de transmisor (P). En ambos casos se obtuvo cambio en 

los parámetros que representan a la presinapsis. Se observó un cambio en la 

probabilidad de liberación de 0.22 a  0.14 para la reducción y a 0.42 para el 

aumento, además de una modificación en los sitios de liberación de 14 a 10 para 

el efecto inhibidor de la SST y a 49 en el caso potenciador del fármaco (Figura 

30).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Ambos efectos de  la SST  son presinápticos. Análisis media‐varianza de  los 
experimentos  con  distintas  intensidades  de  estimulación.  A.  El  promedio  de  las 
amplitudes de las IPSCs tomadas de varios experimentos en los que se utilizó diferente 
intensidad  de  estimulación  se  graficaron  contra  su  correspondiente  varianza  en 
condición control  (círculos negros). Una parábola de  la  forma y = Ax  ‐ Bx2  (Clements 
and  Silver  2000)  fue  ajustada  a  los  datos  (línea  negra  continua). De  este  ajuste,  se 
obtuvo  una  aproximación  de  la  amplitud  del  cuanto  sináptico  (Qw)  que  resulto  ser 
15.7  pA.  También  se  graficaron  los  promedios  de  las  amplitudes  de  las  IPSCs  en 
presencia  de  SST  contra  sus  correspondientes  varianzas  en  los  dos  casos:  los  que 
inhibieron  la  respuesta  sináptica  (círculos  rojos)  y  los  que  la  aumentaron  (círculos 
verdes).    En  estos  casos  el  tamaño  del  cuanto  ponderado  fue  15.78  pA  y  15.79  pA 
respectivamente  (ns),  ya  que  los  ajustes  comparten  la misma  pendiente  inicial  se 
puede  apoyar  que  el  efecto  del  fármaco  es  a  nivel  presináptico.  B  y  C.  Familia  de 
experimentos obtenidos con estimulación antidrómica en el GP. 
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Posible modulación diferencial por SST de las vías directa e indirecta 

Para saber si los dos resultados de la acción SSTérgica estaban asociados a la 

división clásica de las neuronas estriatales de proyección se identificó a las 

células con una tinción post-hoc. Se realizaron inmunofluorecencias contra SP y 

Enk para en las células registradas con uno u otro efecto para poder 

correlacionarlas. Las células en donde la SST inhibió la liberación de GABA co-

localizaron con SP, indicando que la SST disminuye la transmisión GABAérgica 

sobre neuronas de la vía directa (Figura 31A y B). Por otra parte las neuronas en 

las que se observo un aumento de la amplitud de las IPSCs fueron encefalinas 

positivas (Figura C y D), mostrando que la SST está aumentando la liberación de 

GABA sobre las MSNs de la vía indirecta en el estriado depletado de DA.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  31.  Identificación  de  MSNs.  A. 
Inmunofluorescencia contra sustancia P en 
una  neurona  marcada  con  biocitina 
durante  el  registro,  note  que  el  soma 
(rojo)  co‐localiza  con  la  marca  de 
producida por el anticuerpo de SP (verde). 
B.  Neurona  registrada  sobrepuesta  en  A. 
C.  Inmunofluorescencia  contra  SP.    D. 
Registros de  la neurona mostrada en A. E. 
Inmunofluorescencia  contra  encefalinas 
en  una  neurona  marcada  con  biocitina 
durante  el  registro,  note  que  el  soma 
(rojo)  co‐localiza  con  la  marca  de 
producida  por  el  anticuerpo  de  Enk 
(verde).  B.  Neurona  registrada 
sobrepuesta en A. C.  Inmunofluorescencia 
contra  Enk.    D.  Registros  de  la  neurona 
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Efecto potenciado de la somatostatina en el animal hemiparkinsoniano 

De manera interesante al comparar el efecto de la SST en animales naïve contra 

animales depletados de DA, no solo se observa la aparición del nuevo efecto 

aumentador de la SST, también se observa que la acción típica de la SST 

(inhibición de la liberación) se encuentra potenciada en el animal 

hemiparkinsoniano. Mientras que el efecto de reducción promedio en animales 

no tratados es de 34±11% en el estriado sin DA la acción SSTérgica registrada 

es de 59.2 ± 10.6 %, casi doblando el porcentaje de reducción de la liberación de 

GABA con dosis idénticas del fármaco (p≤0.05) (Figura 32).   

 

 

 

 

 

 

 

Identificación farmacológica de los receptores SSTérgicos implicados 

Se logró identificar los receptores mediante los cuales la SST ejercía sus 

acciones inhibidoras. A pesar de la falta de ligandos específicos para todos los 

receptores SSTérgicos, existen algunos agonistas específicos para los tipos sstr3 

Figura 32. El efecto  inhibidor de  la SST esta potenciado en  los animales depletados de 
DA.  A.  Trazos  representativos  de  los  efectos  producidos  por  la  SST  en  neuronas 
registradas  en  animales  no  tratados.  B.  Trazos  representativos  del  efecto  inhibidor 
producido  por  la  SST  en  animales  inyectados  con  6‐OHDA.  C.  Gráficas  de  cajas 
mostrando la potenciación en la modulación SSTérgica durante la depleción crónica de 
DA.     
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y sstr4: octreotido (OCT) y L-803 087 Trifluoroacetate (TFA) respectivamente.  

La aplicación de OCT siempre indujo una reducción de la amplitud de las IPSCs 

evocadas de 35.6 ± 3.7 % (p≤ 0.05, n=6) con su respectivo cambio de la tasa de 

pulso pareado que presento una facilitación del 31 ± 11 %(p≤ 0.05). Así mismo 

la presencia de TFA  disminuyó la amplitud de las corrientes evocadas un  47.7 

± 5.6 %, mientras que produjo una facilitación de la TPP del  45.16 ± 22.15 % 

(n=7, p≤ 0.05) (Figura 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  33.  El  efecto  inhibidor  de  la  SST  esta mediado  por  los  receptores  SSTr3  y 
SSTr4.  A.  Trazos  representativos  de  los  efectos  producidos  por  el  agonista  de  los 
receptores SSTr3 OCT (1µM), se ilustran el promedio de 30 trazos consecutivos en la 
fase control (rojo), en presencia de OCT (verde) y sobrepuestos abajo (n=6). B. Trazos 
representativos de los efectos producidos por el agonista de los receptores SSTr4 TFA 
(1µM), se ilustran el promedio de 30 trazos consecutivos en la fase control (rojo), en 
presencia  de  TFA  (verde)  y  sobrepuestos  abajo  (n=8).  C. Gráficas  que  resumen  el 
efecto de ambos fármacos sobre la amplitud comparados con SST. D. Cambios en la 
tasa de pulso pareado asociados al cambio en la amplitud.     
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Cuantificación de ARNm de los receptores SSTérgicos en el modelo de 

Parkinson 

Con el objetivo de conocer si las acciones modificadas de la SST se debían a un 

cambio en sus receptores en el animal hemiparkinsoniano se realizó 

cuantificación del ARN mensajero por PCR en tiempo real. Se observo una 

disminución del mensajero de la SST del 50%, mientras que los receptores 

también sstr1, sstr4, sstr5 y sstr3 presentaron un significativo, disminuyendo los 

tres primeros y aumentando el último (Figura 34B). El patrón de expresión 

cambia en el animal lesionado volviéndose más significativa la participación del 

receptor sstr3 (Figura 34 C y D). Con estos resultados podemos ver que es 

posible que los cambios fisiológicos observados se deban a este re-arreglo de los 

receptores.       

     

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Cuantificación de receptores por RT‐PCR. A. PCR en tiempo final para  los 
oligos utilizados. B. Cuantificación  relativa del  transmisor SST y  sus  receptores  con 
respecto al animal control. C. Cuantificación relativa de  los receptores con respecto 
al  receptor  sstr1  para  ver  el  patrón  de  expresión  en  control.  D.    Cuantificación 
relativa  de  los  receptores  con  respecto  al  receptor  sstr1  para  ver  el  patrón  de 
expresión en el hemisferio depletado de DA. 

PCRrt: es una variante de 
la reacción en cadena de 
la  polimerasa  (PCR) 
utilizada  para  amplificar 
y simultáneamente 
cuantificar  de  forma 
absoluta el producto de 
la amplificación de ADN. 
Esto lo se logra midiendo 
el  cambio  de  intensidad 
de  un  intercalador  de 
hebras  de  ADN 
fluorescente.  
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Discusión  

La forma en que el núcleo estriado procesa la información cortical es aun una 

pregunta sin contestar en el funcionamiento de los ganglios basales. Una pieza 

clave en los modelos del circuito estriatal ha sido por mucho tiempo la 

inhibición que ejercen las colaterales axónicas que interconectan a las MSNs 

como mecanismo de selección de los comandos motores (Groves 1983, Wickens 

et al 1991). Sin embargo no se había podido evidenciar la importancia de esta 

conexión en el microcircuito y se le ha relegado a un segundo plano dándole 

mayor significancia a la inhibición que proveen las interneuronas (Koos y 

Tepper 1999, Mallet et al, 2005, Wilson et al, 2008). El principal objetivo del 

presente estudio fue establecer el impacto de la inhibición colateral 

implementando técnicas de frontera que permitieran reclutar y ver poblaciones 

neuronales, además de observar que sucedía en un circuito patológico.    

Los principales hallazgos del presente trabajo son los siguientes: a) La inhibición 

colateral en el núcleo estriado es capaz de inhibir el disparo de neuronas 

espinosas medianas vecinas, b) La inhibición colateral se encuentra disminuida 

en un modelo de la enfermedad de Parkinson, c) La modulación 

somatostatinérgica de las colaterales axónicas de MSNs está alterada en el 

modelo de Parkinson. 

Inhibición colateral 

La manera en que el estriado lleva a cabo la computación de la información 

proveniente de la corteza y el tálamo es un punto clave en el funcionamiento de 
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las asas cortico-basales para la elección y ejecución de programas motores 

(Wilson 2004, Graybiel 1995, Barnes et al., 2005). Por mucho tiempo la 

hipótesis predominante de cómo se lleva a cabo esta selección se baso en un 

circuito con inhibición lateral, de tal forma que las colaterales axónicas proveían 

al estriado de una dinámica del tipo winner-take-all (Wickens et al. 1991, 

Kristan et al, 2008; Pennartz et al, 2009; Wang 2008). Como ya se menciono 

anteriormente esta hipótesis fue insostenible con las observaciones 

experimentales que indicaban que la conexión colateral entre neuronas 

estriatales de proyección era incapaz de inhibir el disparo de las células vecinas 

ya que era débil. Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que 

la inhibición entre MSNs tiene un impacto mucho mayor en el circuito del que 

se pensaba. 

Hasta ahora la estrategia para ver la conexión entre espinosas medianas fue el 

registro simultáneo de pares de neuronas conectadas, al comparar pares de 

MSN-MSN con pares de interneurona-MSN se nota una clara diferencia 

observándose una sinapsis mucho más robusta y por lo tanto una inhibición 

mucho más eficiente provista por interneuronas contra una conexión débil y con 

baja probabilidad  por parte de las MSNs (Koos y Tepper 1999, Gustafson et al 

2006). No obstante ha de considerarse el número de cada tipo neuronal, mientras 

que las interneuronas son apenas un 5%  del estriado, las MSNs representan el 

95% del núcleo y por lo tanto es intuitivo pensar que ocuparan estrategias 

diferentes en sus conexiones sinápticas. Por tal razón se hizo imperante utilizar 
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una táctica para estudiar la influencia de varias MSNs y así tener el impacto real 

de la inhibición colateral en el microcircuito. 

Para ello se conjugaron varias técnicas: se utilizó estimulación de campo para 

activar múltiples MSNs simultáneamente, imagenología de calcio para observar 

la población con resolución de célula única y animales transgénicos para 

identificar las neuronas activadas.  

La estimulación antidrómica de los axones estriofugales en el GP fue eficaz para 

activar selectivamente espinosas medianas (Guzmán et al, 2003, Tecuapetla et 

al, 2005 y 2007). Trabajos previos muestran que el uso de este protocolo permite 

aislar las corrientes mediadas por la transmisión GABAérgica entre espinosas 

medianas y que las corrientes obtenidas tienen la misma dinámica y 

características que las que se registran con pares de neuronas (Guzmán et al, 

2003, Tecuapetla et al, 2007).  Las IPSCs que se obtienen con este protocolo 

pueden alcanzar hasta más de 100 pA como se puede ver en las curvas I-A (ver 

figura 14) y en experimentos recientes utilizando optogenética donde la 

activación masiva de botones de espinosas medianas produce corrientes 

sinápticas similares a las que se obtienen con la estimulación de campo de 100 

pA o más (Chuhma et al, 2011), lo cual sugiere que se reclutan sinapsis de varias 

células y que la conexión es más robusta de lo que dejan ver los experimentos de 

pares (Jaegger et al, 1994, Tunstall et al, 2002; Czubayko & Plenz, 2002; 

Venance et al, 2004; Taverna et al, 2004; Tecuapetla et al, 2007).  
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La imagenología de calcio ya se ha usado extensivamente en la literatura para 

estudiar dinámica de circuitos neuronales (Sasaki et al, 2006 & 2007; Ikegaya et 

al, 2004 & 2005; Carrillo-Reid et al, 2008 & 2009, Jáidar et al, 2010), pues  

permite observar la actividad simultanea de cientos de neuronas. Esto apoyado 

en que la señal fluorescente esta directamente correlacionada con el disparo de 

potenciales de acción (ver figura 16) y el hecho de que la derivada del trazo de 

fluorescencia dura lo mismo que el evento eléctrico. Gracias a estas 

características se pueden construir gráficas tipo raster y ver la sincronización de 

varias células a la vez (Carrillo-Reid et al, 2008).   

De manera importante las células que se activan con la estimulación antidrómica 

pertenecen tanto a la vía directa como a la vía indirecta, al colocar el electrodo 

de estimulación en el GP (el núcleo al que llegan los axones de la vía indirecta) 

es posible pensar que exista un sesgo y que se estimule preferentemente a 

neuronas de la vía indirecta que expresan receptor a dopamina D2 (Feger y 

Crossman 1984, Beckstead y Cruz 1986). Para descartar esta posibilidad se 

utilizaron animales transgénicos con la tecnología BAC (Heintz 2001), los 

cuales tienen asociada la proteína verde fluorescente como reportero al receptor 

D1 o al receptor D2, de tal manera que las neuronas con la maquinaria para 

expresar los receptores asociados a la GFP emiten fluorescencia verde ante la 

aplicación de la onda de excitación (Gerfen 2003). Gracias a su uso logramos 

identificar las células que estaban siendo activadas. Cuando se analizó que tipo 

de células se sincronizaban ante la estimulación antidrómica se observo que se 

reclutaban aproximadamente el 50% de neuronas GFP positivas en ratones Drd1 
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y Drd2-EGFP, indicando que no hay preferencia de activación de neuronas de la 

vía indirecta, ya que  los axones de neuronas de ambas vías pasan por el GP y 

que las neuronas responsivas son preferentemente MSNs ya que no hay un 

porcentaje significativo de células activadas que no exprese GFP (indicador 

exclusivo de MSNs) (Gerfen 2003). Esto se corroboró al realizar el marcado 

retrogrado desde el GP de células estriatales, donde nuevamente se reporta el 

marcado de neuronas de ambas vías en porcentajes similares (Wu et al, 2000; 

Wilson 2004).  

El uso conjunto de las dos estrategias: imagenología de calcio y estimulación de 

campo, nos permitió observar la participación de la inhibición colateral masiva 

sobre el microcircuito. Con la construcción de curvas de reclutamiento se logro 

observar que con la estimulación de campo se puede sincronizar hasta el 27% 

del total de células en el área de interés, al utilizar una intensidad de 

estimulación media se recluto al 15% de neuronas en el campo. Con esta última 

intensidad se realizaron los experimentos de bloqueo de la inhibición. De 

manera contundente la aplicación de bicuculina provocó un mayor reclutamiento 

de neuronas que en condición control, incrementando  el número de neuronas 

responsivas un 60%. En todos los experimentos realizados se observo este 

fenómeno que es una fuerte sugerencia de que las neuronas activadas en 

condición control estaban inhibiendo activamente a las células que se revelaron 

después del bloqueo del receptor GABAérgico. Ya que las células activadas en 

control eran preferentemente MSNs, la inhibición capaz de inhibir el disparo de 

las nuevas células reclutadas es la inhibición colateral. Para apoyar esta idea se 
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analizaron las distancias de las neuronas vecinas más cercanas de las nuevas 

células sincronizadas con bicuculina, estando el 90% de neuronas a una distancia 

menor de 80 µm este resultado confirmo firmemente que la sinapsis observada 

era la de colaterales cuya probabilidad de conexión decrece con la distancia y 

que más allá de 100 µm es prácticamente inexistente (Tunstall et al, 2002; 

Czubayko & Plenz, 2002; Venance et al, 2004; Taverna et al, 2004; Tecuapetla 

et al, 2007).  

Un punto importante dentro de la inhibición colateral es la existencia de reglas 

de conectividad entre neuronas pertenecientes a las vías directa e indirecta. 

Recientemente se ha reportado que las neuronas de la vía directa reciben sinapsis 

de células de ambas vías, mientras que las neuronas de la vía indirecta solo 

conectan con células de la misma vía (Taverna et al, 2008). Con la oportunidad 

de identificar a las neuronas activadas que nos brindó el uso de animales 

transgénicos se evaluaron estas observaciones. Se analizó la identidad de los 

vecinos más cercanos de las nuevas neuronas reclutadas en presencia del 

bloqueador GABAA en los ratones Drd1 y Drd2-EGFP. Se encontró que no 

existía una preferencia de células GFP+ o GFP- en los vecinos cercanos de las 

neuronas de interés (de la vía directa o indirecta) encontrando porcentajes muy 

similares para ambos casos. Estos datos sugieren que no existen reglas de 

conexión, sin embargo ya que los vecinos más cercanos pueden o pueden no 

estar conectados a la célula de interés no podemos afirmarlo.   
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Cambios en el Modelo de la Enfermedad de Parkinson 

Uno de los puntos cardinales de la sintomatología en la enfermedad de 

Parkinson es la dificultad para comenzar los movimientos. Cuando se observa un 

circuito en condición control existe actividad alternada, sincrónica y recurrente 

de grupos neuronales específicos en el estriado (Carrillo-Reid et al, 2009), en 

cambio en el modelo de enfermedad de Parkinson se registra un aumento 

considerable en la actividad neuronal y se pierde la alternancia entre los grupos 

de neuronas (Jáidar et al, 2010). Tal efecto es emulado en el animal control al 

bloquear la transmisión GABAérgica denotando que una de las posibles razones 

para la perdida de dinámica estriatal en el modelo de Parkinson es la perdida de 

la inhibición en el núcleo. Por lo que se genera una pregunta si existen dos 

fuentes de inhibición en el estriado ¿Cuál de ellas es la que esta modificada en la 

enfermedad de Parkinson? La literatura apuntaba a que la transmisión 

GABaérgica afectada era la inhibición colateral (Taverna et al, 2008). 

Nuevamente con ayuda de técnicas de electrofisiología e imagenología de calcio 

se comprobó esta hipótesis. Se observó que la probabilidad de evocar IPSCs con 

estimulación antidrómica  en las neuronas de proyección decaía de 0.9 a 0.6 

señalando que desaparece una tercera parte de las sinapsis. En este sentido las 

sinapsis remanentes también disminuyeron su eficacia al aumentar 5 veces el 

número de fallas en los IPSCs evocados con la estimulación mínima. Al realizar 

curvas I-A para analizar qué pasaba con la amplitud de las corrientes mediadas 

por GABA se descubrieron dos poblaciones: en aproximadamente el 50% de las 

células a las que se les aplicó este protocolo presentaron una disminución 
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significativa de la amplitud cayendo de 153 pA a 54 pA, en la otra mitad de los 

casos la amplitud máxima se modificó levemente de 153 pA a 145 pA la tinción 

post-hoc de dichas células revelo que esta división correspondía a neuronas de la 

vía directa (SP positivas) o a la vía indirecta (Enk positivas) respectivamente; 

estos datos concuerdan perfectamente con los resultados encontrados con 

registros de pares de neuronas (Taverna et al, 2008).  

Se estudio con imagenología de calcio si las sinapsis remanentes eran capaces de 

controlar la excitabilidad de células vecinas, para ello se siguió la misma 

estrategia que en el animal control. Al estimular antidrómicamente se reclutaron 

varias MSNs en el animal tratado y al bloquear la transmisión GABAérgica NO 

se observó aumento en el número de neuronas activadas por el estímulo.  Por lo 

tanto la fuente de inhibición que se pierde en los modelos de la enfermedad de 

Parkinson es la inhibición colateral. Los datos obtenidos con imagenología de 

calcio y la información que nos aporta el modelo de la patología apuntan a la 

importante función de la inhibición colateral en regular la dinámica del circuito y 

dar la salida funcional de los ganglios basales. La ausencia de la inhibición 

colateral lleva  a cambios en la integración de la entrada cortical (Flores-Barrera 

et al, 2010) y perdida de la alternancia en la actividad de grupos neuronales 

(Jáidar et al, 2010) que probablemente sean los responsables de algunos de los 

síntomas de la enfermedad. Por lo anterior el buscar una alternativa terapéutica 

que regule la inhibición colateral se vuelve imperante, es por ello que en el 

presente estudio se analizó un posible modulador de esta sinapsis: la 

somatostatina.    
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Modulación somatostatinérgica 

El control fino de la transmisión sináptica se da gracias a la neuromodulación, 

las sinapsis entre MSNs son el blanco de múltiples neurotransmisores que 

cambian la probabilidad de liberación de las distintas terminales y por lo tanto 

modifican la salida funcional del núcleo. Uno de los neurotransmisores con más 

impacto en la función estriatal es la DA, hecho que se manifiesta durante la 

enfermedad de Parkinson, sin embargo existen otros transmisores en el núcleo 

cuyo balance es fundamental en el procesamiento de la información. Uno de 

esos transmisores es la somatostatina (SST), este péptido es liberado por la 

interneurona LTS dentro del núcleo y se han descrito diversas acciones dentro 

del estriado como la modulación de corrientes de calcio y fuera del estriado 

aumentando o inhibiendo la liberación de neurotransmisor a través de sus 

receptores (sstr1-5). El sistema somatostatinérgico interactúa íntimamente con el 

sistema DA, cambios en las concentraciones de DA llevan a la modificación de 

los niveles de SST y de expresión de sus receptores y viceversa (Chowdhury et 

al. 1985; Thermos et al. 1996; Hathway et al. 1999, Rodríguez-Sánchez et al, 

1997, Izquierdo et al. 1999). Por tal motivo la SST parecía un buen candidato de 

estudio en la enfermedad de Parkinson.   

Primero se decidió observar si la SST modulaba la liberación de GABA en 

condiciones control, para ello se evocaron IPSCs con estimulación en el GP, al 

aplicar SST la amplitud de las corrientes inhibidoras se reduce un 34% cambio 

asociado a un aumento en la tasa de pulso pareado. Por otro lado se estudió si 

existía un efecto similar en corrientes inhibidoras evocadas por la estimulación 
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de interneuronas, encontrando que en este caso la aplicación del fármaco no 

producía cambio alguno en la amplitud de las IPSCs. Así se tenía un modulador 

que específicamente modulaba la inhibición colateral (López-Huerta et al, 

2008).  

Se probó la acción somatostatinérgica en el animal parkinsoniano para sorpresa 

del presente estudio la SST tuvo efectos contrarios dividiendo a la población en 

dos. Se registraron IPSCs estimulando en el GP al agregar SST se obtuvo en el 

57% de la población una reducción de la amplitud del 60%, pero en el 43% 

restante la aplicación del modulador produjo un incremento de la amplitud del 

80%. Ambos efectos son a nivel pre-sináptico ya que se correlacionan con un 

cambio en la TPP y al realizar el análisis media-varianza se observa un cambio 

en el número de sitios de liberación y probabilidad de liberación y no en el 

tamaño del cuanto sináptico (Silver y Clements, 2000). 

Los datos obtenidos sugieren fuertemente que la inhibición colateral sobre 

neuronas estriatales de proyección de la vía directa e indirecta es 

diferencialmente modulada por SST en el modelo de enfermedad de Parkinson 

de 6-OHDA. Se demostró que la somatostatina reduce la liberación de GABA 

sobre neuronas de la vía directa mientras que la aumenta sobre neuronas de la 

vía indirecta a diferencia de lo que se observa en el animal control donde 

siempre existe una reducción de la liberación (López-Huerta et al, 2008).  

Ya que la acción de la SST es sobre la liberación de GABA se deben considerar 

algunos puntos con los resultados obtenidos. Taverna y cols. reportaron que la 
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depleción DAérgica promueve una disminución dramática de las conexiones de 

neuronas de la vía directa dejando una población cuasi-homogénea de terminales 

de neuronas de la vía indirecta. Una posible explicación para los resultados 

obtenidos es que con la estimulación de campo se logren reclutar sinapsis de 

neuronas D1 que no se logran distinguir con los registros de pares (Taverna et al, 

2008) y que los axones de las neuronas D1 expresen un receptor de SST 

diferente al que expresan las terminales D2. 

También ha de considerarse que existen dos tipos de conexiones de las neuronas 

de la vía indirecta (Tecuapetla et al 2009) se demostró que las sinapsis de 

neuronas D2 son moduladas diferencialmente por DA y es posible que este 

fenómeno se acentué en el modelo de enfermedad de Parkinson, y explique de 

alguna manera los datos del presente trabajo. 

Un hipótesis alternativa es la modulación célula blanco-especifica, este 

mecanismo ya ha sido descrito en muchos circuitos del SNC (Shigemoto et al., 

2001; Scanziani et al, 2002; Markram et al, 2004; Koester & Johnston 2002, Sun 

& Dobrunz 2005). Consiste en la expresión de diferentes factores presinápticos 

en distintas terminales incluso de la misma célula dependiendo de la 

postsinapsis. Experimentos posteriores con registros pareados o tripletes son 

necesarios para esclarecer este punto.   

Adicionalmente se debe considerar que en existen otros transmisores que 

también podrían estar alterados, tales como la acetilcolina y podrían estar 

interactuando con la SST modificando las acciones somatostatinérgicas.   
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Dichos cambios fisiológicos registrados estuvieron correlacionados con un 

cambio en los niveles de mensajero del transmisor y sus receptores (Asinina et 

al, 1991). Al realizar la cuantificación relativa por PCR en tiempo real se 

observó una severa disminución de los niveles de ARNm de la SST, esto sugiere 

una baja en el nivel del neurotransmisor; lo cual explicaría el observar un efecto 

potenciado con las mismas concentraciones del fármaco, ya que normalmente 

cuando hay una reducción en los niveles de ligando se da un fenómeno de up-

regulation de los receptores (Autor et al, 1991). Por tal motivo se midieron los 

niveles de ARNm de todos los receptores, se encontró que solo el receptor sstr3 

estaba aumentado. Sin embargo los fenómenos de up-regulation pueden incluir 

sensibilización en las cascadas de señalización lo que llevaría también a un 

efecto potenciado del transmisor, puede ser que esto aplique a los otros 

receptores. Adicionalmente,  el nivel de mensajero no siempre se correlaciona 

con la cantidad de proteína final expresada y funcional, estudios de western blof 

son necesarios para saber si esto sucede.  

Considerando estos datos podemos ver a los receptores SSTérgicos como  

blancos terapéuticos de la enfermedad de Parkinson,  ya que proveen una 

modulación diferencial sobre las vías directa e indirecta con un solo ligando. Y 

más importante ofrece nuevas perspectivas en la fisiopatología de la enfermedad. 

 

 

 

Western Blot:
Cuantificación relativa o 
identificación de 
proteínas por medio del 
uso de anticuerpos 
específicos y 
electroforesis. 
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Material y Métodos 

Animales 

Se utilizaron ratas Wistar albinas o ratones BAC-GFP de 20-30 días después del 

nacimiento, sin distinción de sexo. Los animales se mantuvieron en cajas de 

plástico en un ciclo estable de luz/oscuridad 12:12 a temperatura ambiente 

(22°C), con libre acceso a alimento y agua. Se uso el mínimo número de 

animales para obtener significancia estadística y todos los procedimientos 

utilizados durante la presente tesis fueron aprobados por la comisión de cuidado 

animal del Instituto de Fisiología Celular.  

Tejido 

Tanto para los registros electrofisiológicos como para las imágenes de calcio se 

obtuvieron rebanadas sagitales de cerebro de roedor de la siguiente manera. Se 

anestesió al animal con una mezcla de ketamina y xilacina (i.p. 85ml/15ml por 

kg de peso) y se perfundió trans-cardialmente con una solución salina 

modificada con la siguiente composición (en mM): 225 sacarosa, 2.5 KCl, 7 

MgCl2, 0.5 CaCl2, 28 NaHCO3,  7 glucosa, 1 ácido ascórbico y 3 piruvato (pH 

7.4 con NaOH; saturado con 95% O2 y 5% CO2). Posteriormente se obtuvo el 

cerebro mediante decapitación. Se colectaron rebanadas parasagitales de 250 μm 

de espesor a 4º C con ayuda de un vibratomo. Las rebanadas adquiridas se 

incubaron a temperatura ambiente de 40-60 minutos para el restablecimiento del 

tejido en solución salina (composición en mM: 123.0 NaCl,  3.0 KCl, 1.0 MgCl2, 

1.0 CaCl2, 25.0 NaHCO3 y 11.0 glucosa). La soluciones se saturaron con 95% O 
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y 5% CO2 en todo momento, a continuación se trasladaron a una  cámara  a 

temperatura ambiente para realizar los registros. Durante los experimentos se 

mantuvo la velocidad de perfusión constante 3 ml/min, además de que todos los 

fármacos se aplicaron diluidos  en solución salina para alcanzar la concentración 

final por este medio.   

Registros electrofisiológicos 

Para el registro electrofisiológico de las células se empleo la técnica de patch 

clamp  en la modalidad de célula entera ya sea en fijación de corriente o voltaje. 

Para ello se observaron las neuronas con un objetivo  de inmersión de 40X e 

iluminación  infrarroja conectada a una cámara y un monitor. Se eligieron las 

neuronas con las características reportadas para espinosas medianas. Los 

registros se realizaron con un amplificador Axoclamp-2B (Axon instruments, 

Foster city, CA) y se almacenaron en un software para su análisis offline. 

Se usaron pipetas de borosilicato  con una  resistencia de 3-6 MΩ  para  el 

registro, que contenían una solución interna compuesta de (en mM): 72 KH2PO4, 

36 KCl, 2 MgCl2, 10 HEPES, 1.1 EGTA, 0.2 Na2ATP, 0.2 Na3GTP y 0.5% de 

biocitina. Se utilizaron electrodos de tungsteno concéntricos (12.5 μm de 

diámetro, 50 +/- 8 kΩ resistencia DC) (FHC, Bowdoinham, ME)  para la 

estimulación   de campo.  

 

Imágenes de Calcio 

El tejido fue incubado en la oscuridad a temperatura ambiente 20 minutos en 

presencia de Fluo-4  10-20  µM (Tef Labs, Austin, TX)  en 0.1% de Dimetil 
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sulfóxido. Posteriormente las rebanadas se trasladaron a una cámara con 

superfusión  constante  de la solución salina control especificada anteriormente. 

Con ayuda de un microscopio equipado con epifluorescencia (Eclipse E600FN; 

Nikon, Melville, NY) y un objetivo 10X de inmersión. La muestra fue iluminada 

con pulsos de 50-100 ms con una longitud de onda de 488 nm con una lámpara 

Lambda LS (Sutter instruments, Novato CA) mediante una fibra óptica 

conectada al microscopio.   

La serie de imágenes fueron obtenidas con una cámara digital (coolSNAP ES2, 

Photometrics, roper scientific, Tucson AZ). La tasa de muestreo fue de 250-500 

ms/imagen. La captura de las imágenes se hizo con un programa comercial para 

análisis de imágenes (Image Pro). Se adquirieron videos con una duración de 3 

minutos de un área de 860 X 600 µm, donde se observaron cientos de neuronas. 

Los videos se separaron por intervalos de 5-10 minutos entre cada condición 

experimental para evitar el blanqueo de la muestra.     

El número de neuronas totales cargadas con el fluoróforo (activas o no durante el 

experimento) se determinó al final del experimento con la adición de KCl 

(50mM) para promover la despolarización generalizada.  

Protocolos experimentales 

Durante los experimentos se utilizaron dos protocolos experimentales. Uno de 

ellos consistió en estimular a las colaterales axónicas de neuronas espinosas 

medianas de forma antidrómica  desde el globo pálido, para registrar corrientes 

postsinápticas inhibitorias (IPSCs) provenientes de varios botones sinápticos 
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(Chang 1991). Para obtener la transmisión GABAérgica preferentemente de 

interneuronas se estimulo intraestriatalmente aproximadamente a un milímetro 

del registro donde según los reportes sería difícil encontrar espinosas medianas 

conectadas y se favorecería la estimulación de interneuronas que tienen una 

arborización axónica más profusa. Se eliminaron las entradas excitadoras  

aplicando CNQX (10μM, antagonista a receptores AMPA/Kainato) y APV (50 

μM,  antagonista a receptores NMDA) de manera que se observaron solo  

corrientes sinápticas  GABAérgicas (Guzmán et al., 2003). 

 

Evaluación de los eventos presinápticos 

Para evaluar si los efectos observados tenían un  blanco presináptico  se utilizo  

el protocolo de pulsos pareados que consiste en aplicar  dos pulsos de igual 

intensidad   separados por una ventana corta de tiempo. Este se basa en la 

hipótesis del calcio residual de la facilitación sináptica descrita por Katz y 

Miledi (1968). Según la cuál, el influjo de calcio del primer estímulo no es 

totalmente amortiguado  por lo que al momento del segundo estímulo existe un 

residual  que aunado a la nueva entrada de  calcio aumentan la probabilidad de 

liberación (P) (Thomson, 2000).  

Las terminales sinápticas tienen diferentes probabilidades de liberación que 

dependen de la concentración basal de calcio en los botones presinápticos. Lo 

que permite que pequeños cambios en la concentración del ion tenga efectos 

importantes en la liberación (Thomson, 2000).  
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Si se analizan los cambios en la tasa de las amplitudes del segundo evento 

sináptico (S2) con respecto al primer evento (S1) se obtiene la tasa de pulsos 

pareados (TPP) y las variaciones en ella nos permiten evaluar a qué nivel está 

actuando el fármaco. Veamos los siguientes casos: si estimulamos una terminal 

con pulso pareado en una solución con una concentración de Ca2+ normal o baja. 

Observaremos que en el primer evento se liberará cierto número de vesículas por 

el incremento del Ca2+ interno, pero este cambio no es suficiente para liberar 

todas las vesículas disponibles, así que cuando se dé el segundo estímulo el Ca2+  

no amortiguado del primer evento se sumará a la nueva entrada del ión 

provocando la liberación de más vesículas que en el primer caso y observaremos 

un fenómeno llamado facilitación  del pulso pareado (TPP>1). Ahora si esta vez 

hacemos el registro en una solución con altas concentraciones de calcio 

obtendremos algo diferente ya que el primer estímulo da una entrada masiva del 

ión producirá la liberación de la mayor parte de las vesículas disponibles, con el 

segundo estímulo se sumara aun más Ca2+ pero en esta ocasión ya no habrán 

vesículas disponibles por lo que observaremos una depresión del pulso pareado 

(TPP<1). De esta manera cambios en la TPP muestran que el blanco del fármaco 

es presináptico y probablemente esté afectando el mecanismo de liberación.  

Adicionalmente se realizó un análisis de promedio vs varianza, el cual nos 

permitió evaluar que variables sinápticas estaban cambiando con la aplicación de 

los fármacos. Son tres parámetros los que describen la transmisión de una 

sinapsis típica: la amplitud promedio de la respuesta post-sináptica ante un 

paquete de neurotransmisor (Q), el número de sitios de liberación independientes 
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que hacen contacto sináptico (N) y la probabilidad promedio de liberación de 

transmisor (P). Juntos estas medidas definen la fuerza de una conexión sináptica. 

P resume la eficiencia presináptica y Q la postsináptica. Gráficamente es posible 

extraer estos parámetros de la fluctuación de las amplitudes de los eventos 

sinápticos registrados. 

Procesamiento de los datos 

El análisis y graficado de los datos se llevo a cabo con un software comercial 

(Origin v. 6.; Microcal, Northampton, MA). Las IPSCs se midieron desde la 

línea basal hasta el pico de máxima amplitud para el primer evento, para el 

segundo se resto de la basal la sobreposición del primer estímulo. Para la 

comparación de las amplitudes antes y después del fármaco solo se considero el 

IPSC1. Se obtuvo la tasa de pulso pareado (TPP) en control y en presencia del 

fármaco. La amplitud y TPP fue variable en los experimentos. Para las pruebas 

estadísticas se aplicó una T de Wilcoxon. 

Análisis de imágenes 

El procesamiento de las imágenes se realizó en programas escritos en Image J, 

IDL y MatLab. Las neuronas activas se identificaron semiautomáticamente, y su 

fluorescencia promedio se midió en función del tiempo. Las señales de 

fluorescentes calcio-dependientes se procesaron como (Fi-Fo)/Fo, donde Fi es la 

intensidad de fluorescencia en cualquier imagen, y Fo es la fluorescencia basal 

del tejido calculada como el promedio de las primeras 4 imágenes del video. 
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Los registros fueron inspeccionados manualmente para remover artefactos. Las 

señales de calcio evocadas por potenciales de acción tomadas en cuenta para la 

siguiente fase del análisis  fueron detectadas sobre un valor umbral dado por su 

primer derivada (2.5 veces la desviación estándar del valor del ruido).  

Para los experimentos con ratones GFP-BAC se siguió una estrategia adicional. 

Ya que la longitud de onda de excitación y emisión de la GFP y el Fluo-4 son 

indistinguibles en un microscopio de epifluorescencia se determinaron las 

coordenadas de las células GFP positivas antes del cargado del tejido. Primero se 

obtuvo una imagen en microscopia infrarroja para observar las características 

anatómicas del área de interés, de esta manera se determinaron coordenadas x, y 

y z para varios puntos de referencia. Se adquirió una imagen de fluorescencia 

para evidenciar las células GFP positivas ya sea de ratones con fenotipo Drd1-

GFP o Drd2-GFP. Después se continúo con el cargado normal de la muestra. 

Después del cargado con fluo-4 se tomo una nueva imagen en infrarrojo para 

posicionar a la rebanada en el área de interés inicial con las mismas coordenadas 

x, y y z para los puntos de referencia elegidos. Una vez teniendo la misma región 

y el mismo plano focal se prosiguió con el experimento. 

Para garantizar la co-localización de la rebanada antes y después del cargado y 

evitar el surgimiento de falsos positivos o falsos negativos de células GFP 

durante el experimento, se realizó una cuidadosa comparación pixel a pixel de 

las dos imágenes en infrarrojo obtenidas, con ello se obtuvo el coeficiente de 

sobrelapamiento, solamente rebanadas con coeficientes arriba de 0.95 (máximo 

1) se consideraron para análisis futuros. 
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Las coordenadas de las células GFP positivas se determinaron offline usando 

Image J (v.1.36, National Institutes of Health) e IDL, posteriormente se hizo la 

correlación con las células activas durante el experimento. 

Lesión con 6-Hidroxidopamina (6-OHDA) 

Se obtuvo el modelo de enfermedad de Parkinson mediante la lesión unilateral 

con 6-OHDA, se utilizaron ratas Wistar de 13 ó 14 días postnatales o ratones 

BAC de 21 días postnatales. Mediante el uso de un aparato estereotáxico se 

ubicaron las coordenadas de la sustancia Nigra Pars Compacta Coordenadas a 

partir  de Bregma: Antero-posterior 3.8, Medio-lateral 2 y Dorso-ventral 7.1.Con 

Bregma y Lambda horizontales, para el caso de la rata neonata y antero-posterior 

2.58, medio-lateral 0.7 y dorso-ventral 4.5 para los ratones transgénicos. Por 

medio de una cánula se inyectó 0.3 µl  6-OHDA (8µg/ml) disuelta en solución 

salina isotónica con ácido ascórbico al 0.03 % a una velocidad de 0.1 µl/min. 

Ocho días después del día de la lesión se procedió a evaluar a los animales por 

medio de la prueba de giro. Se administró anfetamina (4mg/Kg.,  i.p.) disuelta en 

solución salina isotónica. Debido al desbalance de terminales  DAérgicas  entre 

los hemisferios   se obtuvo un desequilibrio motor  manifestado como giros 

ipsilaterales al hemisferio tratado, mismos que fueron medidos por un girómetro. 

Los roedores se evaluaron alrededor de 90 minutos mostrando ≈ 10 

giros/minuto, indicando la pérdida de más del 95% de las neuronas 

nigroestriatales. 
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Inmunohistoquímica   

Durante el registro las neuronas se llenaron con biocitina para caracterizarlas 

anatómicamente, considerándose solo las rebanadas con una sola célula 

registrada. Inmediatamente después del experimento las rebanadas se colocaron 

en fijador compuesto de paraformaldehido al 4% y ácido pícrico al 1% en buffer 

salino de fosfatos, pH 7.4 (PBS) durante toda la noche. Posteriormente se 

hicieron tres lavados de diez minutos cada uno y se perfundió el tejido en 

sacarosa al 10 %. Para seccionar las rebanadas en otras de menor grosor se 

coloco en agar al 6% y se corto en un vibratomo  colectándose  en PBS para 

enjuagar. El tejido se incubo en CY3  ligado con el complejo avidina-biotina 

(ABC) (Horikawa et al, 1988).  Finalmente se observaron en microscopio de 

fluorescencia. Y se realizó una reconstrucción.  

Se realizaron inmunocitoquímicas con anticuerpos específicos para identificar la 

expresión de péptidos en las neuronas registradas. Las rebanadas incubaron 40 

minutos en suero de albúmina bovina al 2% para bloquear sitios de unión no 

específicos y después se incubaron con el anticuerpo de interés por 24 horas. Se 

utilizó un anticuerpo monoclonal de ratón para encefalinas y un anticuerpo 

policlonal de ratón para SP en PBS tritón al 1% (1:100 Chemicon y 1:200 

Peninsula Lab., respectivamente). Posteriormente se lavó el tejido tres veces y se 

incubo con anticuerpos de cabra contra ratón o conejo conjugados con FITC. 

Finalmente las rebanadas se montaron con medio de montaje Vectashield 

(Vector laboratorios, Burlingame, CA) y observadas en un microscopio de 

epifluorescencia confocal (Olympus Fv-1000).   
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Fármacos  

Se utilizaron los siguientes fármacos: somatostatina (SST) (Peninsula 

Laboratory, Inc., San Carlos, CA, USA), antagonista SST ciclo (_7-

aminoheptanoyl-phe-D-try-lys-O-benzyl-thr) acetato (CicloSST) (ICN 

Pharmaceuticals, México), CYN 154806 (CYN), N2-[4-(5,7-Difluoro-2-phenyl-

1H-indol-3-yl)-1-oxobutyl]-L-arginine metil estér trifluoroacetato L-803 087 

Trifluoroacetato (TFA) y Octreotido (OCT) (Tocris Bioscience, Ellisville, 

Missouri), 6-cyano-2,3-dihydroxy-7-nitro-quinoxaline disodio sal (CNQX), 

ácido D-(_)-2-amino-5-phosphonovaleric (APV), QX-314 y bicuculina (Sigma-

Aldrich-RBI, St Louis, MO, USA). Las soluciones stock se prepararon y se 

añadieron al medio de perfusión para alcanzar la concentración final indicada. 

La SST se disolvió en DMSO (0.01%). 
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Apéndice I 

Los datos obtenidos y descritos a lo largo del presente estudio resultaron en tres 
artículos:  

• López‐Huerta VG, Tecuapetla F, Guzmán  JN, Bargas  J. y Galarraga P.  (2008) Presynaptic 

modulation by somatostatin in the neostriatum. Neurochemical Research. 33(8):1452‐8. 

• López‐Huerta VG, Carrillo‐Reid L, Tapia D, Bargas J y Galarraga E. GABAergic transmission 

among médium spiny neurons: impacto neuronal population.  

• López‐Huerta  VG,  Bargas  J  y  Galarraga  E.  Somatostatinergic  modulation  of  collateral 

inhibition is altered in Parkinson´s disease model.  

El primero publicado y los dos siguientes en proceso de publicación. 

A continuación se presentan las caratulas de cada uno de ellos. 
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Abstract Medium spiny projection neurons (MSNs) are

the main neuronal population in the neostriatum. MSNs are

inhibitory and GABAergic. MSNs connect with other MSNs

via local axon collaterals that produce lateral inhibition,

which is thought to select cell assemblies for motor action.

MSNs also receive inhibitory inputs from GABAergic local

interneurons. This work shows, through the use of the paired

pulse protocol, that somatostatin (SST) acts presynaptically

to regulate GABA release from the terminals interconnecting

MSNs. This SST action is reversible and not mediated

through the release of dopamine. It is blocked by the SST

receptor (SSTR) antagonist ciclosomatostatin (cicloSST). In

contrast, SST does not regulate inhibition coming from

interneurons. Because, SST is released by a class of local

interneuron, it is concluded that this neuron helps to regulate

the selection of motor acts.

Keywords Neostriatum � Somatostatin �
Presynaptic inhibition � GABA � Medium spiny neurons

Introduction

The main input stage of the basal ganglia is the neostriatum

(NSt) which receives major inputs from the cortex and

thalamus [1]. The NSt processes cortico-thalamic inputs to

choose and activate sequences of voluntary movements,

innate behavioral routines, and procedural memories [2–4].

This work demonstrates that somatostatin modulates this

neostriatal processing.

The main neuronal population in the NSt is constituted by

medium spiny projection neurons (MSNs) which connect

with each other via local axon collaterals to produce lateral

(feedback) inhibition [5–7]; a process thought to be impor-

tant in selecting cell assemblies in charge of motor actions,

sequences, or programs (synergies) [8]. MSNs also receive

inhibitory synapses from local interneurons [7, 9]. One class

of these interneurons synthesizes and releases the peptide

somatostatin (SST) [10, 11]. SST mediates its actions via

G-protein coupled receptors (GPCRs termed SSTR1-5) [12].

This peptidic neurotransmitter and hormone is ubiquitous in

the peripheral and central nervous system [13]. Some post-

synaptic actions of SST have been described in the NSt, such

as the modulation of calcium and calcium-activated potas-

sium currents present on MSNs [14, 15]. These actions

change the temporal structure of MSNs firing from an

‘‘integrator’’ to a ‘‘resonator’’ type of firing pattern [15, 16].

However, presynaptic actions of SST have also been

reported in several synapses [17–22]. Therefore, it is log-

ical to think that presynaptic actions mediated by SST

should also be present at the NSt. Accordingly, we here

use the paired pulse protocol to document a presynaptic

somatostatinergic modulation of the inhibitory synapses

that interconnect MSNs.

Experimental Procedures

Brain Slices

Animals were deeply anaesthetized with isoflurane and

decapitated. Rat brains were removed into ice-cold saline
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(4�C) containing (in mM): 123 NaCl, 3 KCl, 1 MgCl2, 2

CaCl2, 25 NaHCO3, and 11 glucose (pH 7.4 with NaOH,

298 mOsm/l with glucose; saturated with 95% CO2 and 5%

O2). Sagittal slices (300 lm) were prepared from 15- to 25-

day-old Wistar rats as previously described [23–26]. Slices

were transferred to a custom Plexiglas recording chamber

and were continuously superfused with oxygenated saline

(3 ml/min). Individual neurons were visualized (409 water

immersion objective) under differential interference

contrast (DIC) enhanced visual guidance using infrared

videomicroscopy.

Electrophysiological Recording

Whole-cell patch-clamp recordings were performed with

micropipettes made with borosilicate glass, fire polished

for d.c. resistances of about 3–6 MX. Internal solution had

a high Cl- concentration so that inhibitory postsynaptic

currents (IPSCs) are seen as inward currents (in mM): 72

KH2PO4, 36 KCl, 2 MgCl2, 10 HEPES, 1.1 EGTA, 0.2

Na2ATP, 0.2 NA3GTP, 5 QX-314, and 0.5% biocytin (pH

7.2, 275 mOsm/l). QX-314 prevented action potentials

from occurring and allowed for stable voltage-clamp

recording at depolarized membrane potentials.

Synaptic events were evoked with field stimulation with

the use of a bipolar concentric tungsten electrode (12 lm at

the tip; 50 ± 8 kX). Paired shock stimulation (45–50 ms

of interstimulus interval; 0.2–0.4 ms duration; 1–4 V

delivered through the stimulating electrode; at a frequency

of 0.1 Hz) was controlled with a computer interface (see

below) and isolation units (Digitimer Ltd., Hertfordshire,

UK) between the computer and the stimulating electrodes

to quickly adjust stimulus parameters during the experi-

ment. The field electrode was positioned in the globus

pallidus (GP) or inside the NSt (Figs. 1a and 3a). Distance

between recording and stimulating electrode in all

configurations was about 500–1,000 lm. All experiments

were realized in presence of 6-cyano-2,3-dihydroxy-

7-nitro-quinoxaline disodium salt (CNQX) (10 lM)

and D-(-)-2-amino-5-phosphonovaleric acid (APV)

(50 lM).

Fig. 1 IPSCs between MSNs. (a) Schematic representation of the

stimulation protocol (left). The synaptic currents were evoked by

antidromically stimulating MSN axon collaterals from the globus

pallidus. CNQX (10 lM) and APV (50 lM) block AMPA and

NMDA excitatory synaptic events. This stimulation protocol has been

proven to efficiently isolate the synapses between MSNs and evoked

IPSCs are comparable to those obtained with pair recordings [26].

Fluorescent image of a recorded MSN labeled with biocytin (inset).

(b) Voltage records in response to hyperpolarizing and depolarizing

current steps. Note inward rectification and long latency to first action

potential-characteristics of these neurons. (c) Current–voltage rela-

tionship from data shown in b. (d) Time course of the evoked IPSCs

before and during the application of bicuculline (10 lM). Each point

in the time course shows amplitude of the evoked IPSC. Bicuculline

abolished the IPSC indicating its GABAergic origin. (e) Represen-

tative traces of IPSCs at different times during the experiment. e1.

Mean trace of evoked IPSC in control conditions. e2. Mean data

during bicuculline application showing a moment just previous to

total block
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Traces shown are the average of near 2 min recordings

(10 traces) taken once the amplitude had been stabilized in

a given condition. A small hyperpolarizing voltage com-

mand (10 mV) was constantly given during the experiment

to monitor input conductance. The morphological identity

of stained biocytin-filled neostriatal neurons was examined

as described previously [23, 26].

Whole-cell access resistances were in the range 5–

20 MX. Access resistance was continuously monitored and

experiments abandoned if changes [20% were encoun-

tered. No cell capacitance, series resistance, or liquid

junction potential (2 mV) compensations were made. All

recordings were filtered at 1–3 kHz and digitized with an

AT-MIO-16E10 (National Ins., Austin, TX) DAQ (NI-

DAQ) board in a PC clone. On-line data acquisition used

custom programs made in the Labview environment

(National Ins.). The NI-DAQ board was used to save the

data on binary files in the computer hard disk for further

off-line analysis.

Digitized data saved on disk was imported for analysis

and graphing into commercial graphing software (Origin v.

6. Microcal, Northampton, MA). IPSCs amplitudes were

measured from basal line to peak from the first response.

The paired pulse ratio was PPR = IPSCsecond/IPSCfirst.

Statistics

Distribution-free statistical procedures (Systat v.7. SPSS

Inc., Chicago, IL) were used to find data significance at the

level P \ 0.05.

Drugs Used

SS-14 (Peninsula Laboratory Inc., San Carlos, CA, USA),

SS-antagonist cyclo (_7-aminoheptanoyl-phe-D-try-lys-O-

benzyl-thr) acetate (cicloSST) (ICN Pharmaceuticals,

Mexico), TTX (Alomone, Jerusalem, Israel), SCH-23390,

sulpiride, 6-cyano-2,3-dihydroxy-7-nitro-quinoxaline diso-

dium salt (CNQX), D-(_)-2-amino-5-phosphonovaleric acid

(APV), QX-314, and bicuculline (Sigma-Aldrich-RBI, St.

Louis, MO, USA). Stock solutions were freshly prepared

and added to the superfusion during the experiment to give

the required final concentration. SST was prepared with

dimethylsulfoxide (0.01%).

Results

Isolation of IPSCs Between Spiny Neostriatal Neurons

Figure 1a shows the experimental protocol used [23]. A

field stimulus was delivered at the globus pallidus (GP) to

antidromically activate striofugal axons, that is, axons of

MSNs projection neurons passing through the GP [24, 25].

This activates intrastriatal axon collaterals antidromically.

Fig. 2 In MSNs, SST inhibits the IPSCs coming from other MSNs.

(a) Time course of the evoked IPSCs obtained with the protocol

shown in Fig. 1a. Each point represents amplitude of the first IPSC at

different stages during the experiment. Black circles show control

conditions. Grey line and circles indicate change in amplitude during

SST application. SST reduces significantly IPSC amplitude. (b) Mean

IPSC amplitude traces. b1. Paired evoked IPSCs in control condition.

b2. Paired evoked IPSC in the presence of SST. The change in the

paired pulse ratio suggests that the action occurs presynaptically.

Superimposed records are at the bottom. (c) SST effects are specific

and mediated by its own receptor. Time course of the first IPSC at

different stages during the experiment. In spite of quasiminimal

stimulation (see change in amplitude scale and quantal variation), the

application of the SST antagonist, cycloSST, prevents the blockage of

the IPSC. Lines indicate application times for each drug. (d)

Representative averaged traces at different moments during the time

course. d1. IPSC amplitude for control conditions. d2. IPSC

amplitude during application of SST antagonist. d3. IPSC amplitude

during the application of SST in the continuous presence of the

antagonist. Mean amplitude of IPSCs was unaffected by SST in

presence of cycloSST (superimposed traces). (e) IPSC amplitude

change, and (f) Paired pulse ratio percentage change in different

conditions in the experimental sample
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Careful comparisons between this protocol and paired

recordings have demonstrated that this procedure effi-

ciently isolates the synapses that connect MSNs (lateral or

feedback inhibition) [26]. The inset in Fig. 1a shows that

the majority of neurons which respond postsynaptically to

this stimulation are MSNs; as identified by anatomical

techniques (see ‘‘Experimental Procedures’’ above).

In addition, electrophysiological techniques (Fig. 1b

right) show that the intracellular recorded voltages (top) in

response to depolarizing and hyperpolarizing current steps

(bottom) exhibit inward rectification and long latency to

fire the first action potential [e.g., 27], which are typical

characteristics of MSNs. Figure 1c illustrates the current–

voltage relationship built from data shown in Fig. 1b,

confirming inward rectification. Mean input resistance is

about 120 ± 15 MX (n = 15).

Because corticofugal fibers with intrastriatal axon col-

laterals may also be stimulated antidromically from the GP

(Fig. 1a), glutamatergic transmission is blocked in all

experiments with CNQX (10 lM) and APV (50 lM) to

isolate GABAergic currents [23]. Figure 1d and e shows

that, in such conditions, all synaptic current (IPSC) isolated

with GP stimulation is sensitive to bicuculline (10 lM),

confirming its GABAergic origin. Antidromic and ortho-

dromic action potentials are blocked with intracellular QX-

314 (see ‘‘Experimental Procedures’’).

Somatostatin Reduces Inhibition Between Spiny

Neurons

Figure 2a and b shows that SST (1 lM) reversibly reduces

the IPSC between spiny neurons (black versus gray cir-

cles). Representative traces in Fig. 2b show that the IPSC

is not only reduced but also the paired pulse ratio (see

‘‘Experimental Procedures’’) is enhanced, suggesting that

the action is presynaptic [24, 25]. IPSC reduction amounts

to about 46 ± 11% (n = 13; P \ 0.01), while the PPR is

augmented by about 118 ± 15% (n = 13; P \ 0.05). Both

a lack of change in the input resistance and in the time

Fig. 3 SST does not affect IPSCs coming from local interneurons.

(a) Schematic representation of the stimulation protocol to preferen-

tially activate interneurons innervating the recorded MSN [28].

Intrastriatal stimulation at 500–1,000 mm from the recorded post-

synaptic neuron ensures that mainly interneurons connections are

stimulated. (b) IPSCs from interneurons are mediated by GABAA

receptors. Time course of the evoked IPSCs. Each point represent

IPSC amplitude at different stages during the experiment: Control

condition (1) The application of glutamatergic antagonists to the bath

(CNQX + APV) (2) The application of bicuculline (3) c1. Evoked

IPSC in the control conditions. c2. Evoked IPSC in the presence of

CNQX and APV. c3. Evoked IPSC in presence of bicuculline.

Averaged traces. Comparison is shown in the superimposed records at

the bottom. (d–e) IPSCs from interneurons are not affected by SST.

Time course of the evoked IPSCs. Each point represents IPSC

amplitude at different stages during the experiment. Control (1) SST

application (2) SST does not reduce IPSC amplitude. Paired pulse

ratio remained unchanged
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course of the IPSC confirmed this inference. A similar

experiment shows that the selective SSTR antagonist,

cicloSST (1 lM), prevents SST actions (n = 5), suggest-

ing a specific receptor-mediated action.

Somatostatin does not Reduce Inhibition from

Interneurons

Inhibition mainly coming from local interneurons onto

MSNs was isolated with field stimulation inside the neo-

striatum at a distance from the recording neuron (0.5–

1.0 mm) that makes it difficult to recruit a connection

between spiny neurons [5–7, 26, 28] and instead favors the

GABAergic synapses coming from interneurons [28, 29].

In addition, bath application of 10 lM CNQX plus 50 lM

APV (Fig. 3b, c) ensured that only GABAergic synapses

were being stimulated. Figure 3d–f illustrates that SST had

no action on the IPSCs coming from interneurons. IPSCs

amplitude was 111 ± 14 pA before and 97 ± 18 pA dur-

ing SST (n = 8; NS). The paired pulse ratio remained

unchanged.

Synaptic Connections are Directly Modulated

by Somatostatin

Because SST may increase the extracellular levels of dopa-

mine in the NSt [30–33], and because dopamine has

presynaptic actions on the synaptic terminals that intercon-

nect MSNs [23, 26], we next tested if the SST actions were

independent of dopamine actions (direct). Thus, we applied

saturating concentration of dopaminergic D1- and D2-class

receptor antagonists: SCH-23390 (1 lM) and sulpiride

(1 lM), respectively [23, 24, 26] (Fig. 4a, b). In addition,

intracellular QX-314 was maintained to block intrinsic

inward currents and intracellular Cs+ was added to block

potassium conductances and, as much as possible, any con-

tamination with the intrinsic conductances that mediate the

postsynaptic actions of SST [14, 15]. In the above conditions,

Figure 4a and b shows that SST still reduces the IPSC

between spiny cells, and moreover, that this effect courses

with an enhancement of the PPR indicating again that the

actions are presynaptic. IPSC reduction is about 34 ± 11%

(n = 7; P \ 0.05; Fig. 4c) and PPR enhancement is about

131 ± 15% (n = 7; P \ 0.05; Fig. 4d). We conclude that

Fig. 4 SST still has an action

during dopaminergic receptor

blockage. (a) Time course of the

evoked IPSCs obtained with the

protocol shown in Fig. 1a. Each

point represents IPSC amplitude

at different stages in the

experiment. Black circles

represent IPSCS amplitude in

presence of CNQX, APV, and

the dopaminergic antagonists:

sulpiride (D2 class receptor

antagonist) and SCH-23390 (D1

class receptor antagonist). Grey

line and circles show that SST

still has a significant action. (b)

Averaged IPSC traces: b1.

Evoked pair of IPSCs in the

presence of dopaminergic

antagonists. b2. IPSC amplitude

in presence of SST.

Superimposed records are at the

bottom. (c) IPSC amplitude

decreased in the experimental

sample. (d) Paired pulse

depression in the control was

transformed to paired pulse

facilitation after SST,

confirming a presynaptic effect
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SST has a presynaptic action on MSNs axon collaterals even

after dopamine receptor blockage.

Somatostatin Decreases GABA Transmission

as Measured with Spontaneous IPSCs

To further discard indirect SST action we recorded the

spontaneous frequency and amplitude of miniature currents

(mIPSCs) in the presence of tetrodotoxin (TTX 1 lM),

CNQX (10 lM), and APV (50 lM). Figure 5 shows that

SST reduced the frequency but not the mean amplitude of

mIPSCs (n = 4). These experiments discard that SST

actions were indirect through the release of other transmitter,

and confirms that the modulation has a presynaptic origin.

Discussion

The present experiments are a first evidence of the pre-

synaptic actions that SST has on the inhibitory synapses

that interconnect MSNs in the NSt. They are a correlate of

previous neurochemical data reporting that endogenous

SST may diminish the release of GABA in the NSt [34].

SST actions were direct, mediated by specific receptors,

and selective. SST targeted connections between MSNs

and spared connections between interneurons and MSNs.

Nevertheless, we did not discard that if dopamine

receptors are not blocked, possible indirect effects medi-

ated through dopamine release may ensue [30–33]. In

addition, it would be strange that SST-containing inter-

neurons do not possess functional autoreceptors [35].

Being that said, it is not clear why we did not see a

modulation of the inhibition coming from interneurons in

any case. Either these autoreceptors are not presynaptic, or

else, our stimulation protocol favors the inhibition coming

from other interneuron classes (fast-spiking interneurons)

[29]. Further research is needed to solve these questions.

Functional Consequences

Postsynaptic actions of SST had been reported previously

[14, 15] on MSNs. This work reports that also presynaptic

Fig. 5 SST reduced the

frequency but not the mean

amplitude of miniature

spontaneous currents (mIPSCs).

(a) Spontaneous frequency and

amplitude of mIPSCs in the

presence of TTX (1 lM),

CNQX (10 lM), and APV

(50 lM) in control and after

SST. (b) Representative

mIPSCs in control (black traces)

and mIPSC amplitude during

application of SST (grey traces).

Mean amplitude of mIPSCs was

unaffected by SST,

superimposed traces at bottom.

(c) Intervent intervals were

increased by SST (frequency

decrease). Control: black

squares. Grey squares: in the

presence of SST. (d) Mean

amplitude of mIPSCs was

unaffected by SST
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actions are present in the synaptic terminals of these neu-

rons, basically modulating the amount of lateral inhibition

between MSNs. Because this inhibition is thought to be

indispensable to establish a sequence of motor acts [8], and

because SST levels are altered during motor disturbances

such as Parkinson and Huntington diseases, the present

work shows the possibility that SSTR may be therapeutic

targets for treating these diseases.
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