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RESUMEN 



MODULACIÓN DE LA ACTIVIDAD EN EL HIPOCAMPO POR LA ACTIVACIÓN 

DE INTERNEURONAS 

Los patrones de actividad poblacional, como los ritmos theta y gamma, han sido 

observados predominantemente en el hipocampo, durante la locomoción, la 

orientación, la atención y otros comportamientos voluntarios. Estos ritmos son 

generados por la actividad de redes de interneuronas GABAérgicas distintas, las 

cuales modulan la actividad oscilatoria de las neuronas principales con las que 

hacen contacto. Con la finalidad de evaluar la contribución de las interneuronas 

GABAérgicas en la generación de estos ritmos, actualmente se exploran 

estrategias farmacológicas y no farmacológicas. En este trabajo se hizo un estudio 

comparativo de la activación de las interneuronas GABAérgicas sobre las 

oscilaciones hipocampales producidas in vitro, utilizando como herramientas a la 

neuregulina 1 (NRG1), así como la optogenética. Se analizaron los efectos de la 

NRG1 sobre la actividad espontánea de campo registrada en rebanadas de 

hipocampo y se encontró que la aplicación aguda de la NRG1 inhibe, de manera 

dependiente de la concentración, la potencia de la actividad espontánea 

hipocampal. El efecto inhibidor de la NRG1 es reversible y depende de la 

transmisión GABAérgica pues es eliminado en presencia de bicuculina. Si bien la 

NRG1 mostró una tendencia a acelerar la actividad hipocampal (aumento en la 

frecuencia pico), dicho efecto no fue significativo. De lo anterior, concluimos que la 

aplicación de la NRG1 resulta en una inhibición generalizada de la actividad 

hipocampal que no permite evaluar fielmente el papel de las interneuronas en la 

generación de los distintos ritmos hipocampales. Por otra parte,  se utilizó la 

técnica de optogenética, mediante la expresión específica de la 

Channelrhodopsina 2 (ChR2) en interneuronas del hipocampo. La activación de 

las interneuronas con luz azul, a distintas frecuencias, produjo un aumento de la 

actividad de campo local. La actividad del hipocampo se moduló preferencialmente 

en la frecuencia de 5 Hz que se encuentra dentro del rango theta. Se concluye que 

la activación optogenética de las interneuronas GABAérgicas modifica la dinámica 

del circuito hipocampal en ventanas temporales y en frecuencias de importancia 

fisiológica. 



SUMMARY 

MODULATION OF HIPPOCAMPAL ACTIVITY BY INTERNEURON ACTIVATION 

Different neural population patterns, such as theta and gamma rhythms, have been 

observed predominantly in the hippocampus during locomotion, orientation, 

attention and other voluntary behaviors. These rhythms depend on different 

GABAergic interneuronal networks. To assess this relationship, pharmacological 

and non-pharmacological strategies are currently being explored to study the 

contribution of GABAergic interneurons in the generation of these rhythms. This 

study aimed to compare the activation of GABAergic interneurons by means of 

neuregulin 1 (NRG1) and optogenetics on hippocampal oscillations produced in 

vitro.  NRG1 reduced the power of the spontaneous hippocampal network activity 

in a concentration-dependent manner. The inhibitory effect of NRG1 is reversible 

and depends on GABAergic transmission since it is prevented in the presence of 

bicuculline. NRG1 tended to accelerate hippocampal network activity (increase in 

peak frequency); however this effect was not significant. Based on these results, 

we conclude that application of NRG1 results in a generalized inhibition of 

hippocampal network activity such that the role of specific interneurons in the 

generation of hippocampal rhythms cannot be accurately evaluated. To accomplish 

this goal we used optogenetics, by specifically expressing Channelrhodopsin 2 

(ChR2) in interneurons. The activation of the interneurons with blue light, at 

different frequencies, increased hippocampal network activity. Interestingly, the 

hippocampal activity was modulated at the frequency of 5 Hz which falls within the 

theta range. Thus, we conclude that the optogenetic activation of GABAergic 

interneurons modifies the hippocampal circuit dynamics in physiological time 

frames and frequencies. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La generación de conductas complejas y procesos cognitivos de orden superior, 

dependen de la actividad sincrónica y organizada de grupos neuronales, más que 

de la actividad de elementos neuronales únicos (Amaral, 1993, Ylinen, et al, 1995, 

Longacher y Staley, 1999, Brunn, et al, 2002, Benchenane, et al, 2010 y Verret, et 

al, 2012). Esta actividad permite la generación de ritmos específicos (por ejemplo, 

los ritmos theta y gamma) que han sido asociados con la exploración, la 

orientación espacial, el aprendizaje y la memoria (Lacaille, et al, 1987, Mehta, Lee 

y Wilson, 2002, Tucker, 2007, Uhlhaas y Singer, 2010 y Benchenane, et al, 2010). 

Estos ritmos, observados en diversas estructuras como el hipocampo, sincronizan 

la actividad neuronal no sólo dentro de la estructura hipocampal, sino de todas las 

estructuras que reciben entradas sinápticas de los distintos estratos del 

hipocampo (Braak, 1974, Buhl, Halasy y Somogyi, 1994, Buzsáki, et al, 1994, 

Jones y Wilson, 2005, Cenquizca y Swanson, 2006 y Dembrow, Chitwood y 

Johnston, 2010). Para estudiar las redes neuronales involucradas en la generación 

de actividad rítmica, es necesario controlar a los elementos neuronales de estas 

redes (es decir activarlos o inactivarlos) de manera específica y simultánea en 

escalas temporales del orden de los milisegundos (Cardín, et al, 2009). Este 

abordaje experimental es muy difícil con técnicas farmacológicas y 

electrofisiológicas clásicas debido a las cinéticas lentas de los fármacos 

disponibles y a la inespecificidad de la estimulación eléctrica en las preparaciones 

más utilizadas (Sah, Hestrin y Nicill, 1990, Staley, et al, 2001, Tukker, 2007, 

Moore, Cooper y Sprutson, 2009 y Packer y Yuste, 2011). Por ejemplo, en esta 

tesis se muestra que la activación de subtipos de interneuronas responsivas a la 

Neuregulina 1 produce una inhibición generalizada y sostenida de la actividad 

hipocampal. Esta inhibición generalizada imposibilita el estudio de las dinámicas 

de la red hipocampal y, más aún, el análisis del papel de las interneuronas en 

estas dinámicas (Buonanno y Fischbach, 2001, Fisahn, et al, 2009, Wen, et al, 

2010, Ting, et al, 2011 y Li, et al, 2012). El descubrimiento de que se pueden 

expresar proteínas transmembranales microbiales en células neuronales de 

mamíferos –las cuales responden, con cinéticas de apertura y cerrado muy 



rápidas, a la estimulación con luz- ha permitido que estas limitaciones se superen 

y que se utilice esta técnica para estudiar la participación de tipos celulares 

específicos en la dinámica de las redes neuronales que subyacen los procesos 

conductuales y cognitivos conocidos (Banghart, et al, 2004, Zhang, et al, 2006, 

Plazzo, et al, 2011 y Han y Dorby, 2010). Así pues, la optogenética nos permite 

aplicar protocolos de inhibición o reclutamiento de neuronas específicas con las 

ventajas de ser un método poco invasivo y de ser altamente específico. La 

especificidad se basa en que se puede transfectar un subgrupo neuronal deseado 

mediante el uso de constructos virales que infectarán únicamente las células de 

interés (Boyden, et al, 2005, Adamantidis, et al, 2007, Chow, Han y Dobry, 2010, 

Smear, et al, 2013 y Kohara,et al, 2014) o, en nuestro caso, la expresión de las 

opsinas en tipos celulares que han sido modificados genéticamente para permitir 

la expresión de constructos específicos (Potter, et al, 2009, Zhao, et al, 2011 y 

Kohara, et al, 2014). Sea cual fuere el método de expresión específico, la 

optogenética permite activar o inhibir grupos neuronales de manera simultánea y 

efectiva en ventanas temporales de importancia fisiológica, evitando con esto los 

efectos no-específicos de la estimulación eléctrica o la manipulación farmacológica 

(Boyden, et al, 2005, Zhang, et al, 2008, Cardín, et al, 2009, Gradinaru, et al, 2010 

y LaLumiere, 2010). 

  



2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 EL HIPOCAMPO Y LAS INTERNEURONAS 

 

La formación hipocampal está constituida por el giro dentado, el hipocampo propio 

(que puede ser dividido en tres subcampos, CA1, CA2 y CA3), el complejo 

subicular (que también puede dividirse en tres subdivisiones: el subiculum, 

presubiculum y parasubiculum) y la corteza entorhinal que es generalmente 

dividida en subdivisiones medias y laterales (Amaral, 1978). La estructura 

tridimensional de la formación hipocampal es compleja, pues aparece como una 

estructura elongada cuyo eje provee una forma de “C” desde el núcleo septal 

rostro-dorsal al lóbulo temporal incipiente caudo-ventral (Amaral y Witter, 1988).  

 

Los campos de la formación hipocampal están relacionados por conexiones 

unidireccionales largas y únicas (Blackstad, 1956, Raisman, Cowan y Powell, 1965 

y Ramón y Cajal, 1893, 1911). El giro dentado recibe la mayoría de sus entradas 

de la corteza entorhinal a través de la “vía perforante” y las células granulares del 

giro dentado proyectan a través de sus fibras “musgosas” al campo CA3 del 

hipocampo (Andersen, et al, 1968 y Gaarskjaer, 1978). Las células piramidales de 

CA3 dan origen a axones colateralizados que terminan dentro de CA3 como 

conexiones asociativas y proveen la mayoría de las entradas al campo CA1 en un 

haz de fibras conocidas como las “colaterales de Schaffer” (Hjorth-Simonsen, 

1973). Finalmente, las neuronas piramidales de CA1 y las neuronas del subiculum 

proyectan de regreso a la corteza entorhinal a través de las “fibras alveares” 

(Kohler, 1988).El “circuito trisináptico de Amaral” describe la ruta de activación del 

hipocampo a partir de la activación de la corteza entorhinal que resultará en la 

activación de toda la estructura por las cuatro rutas descritas en sucesión (La vía 

perforante, las fibras musgosas, las colaterales de Schaffer y finalmente las fibras 

alveares de CA1) (Amaral y Witter, 1989). Aun cuando este modelo simplificado 

del circuito hipocampal se utiliza comúnmente en la investigación (Hasselmo, 

2005), se debe tener en cuenta que la circuitería del hipocampo es mucho más 



compleja. En primer lugar, existen dos proyecciones distintas de la corteza 

entorhinal que contribuyen, más allá del giro dentado, con fibras hacia todos los 

campos de la formación hipocampal y al subiculum (Steward y Scoville, 1976 y 

Witter y Amaral, 1991). Por otro lado la proyección a CA1 puede ser representada 

como un axón simple que termina uniformemente en este campo, pero la 

proyección de CA3 a CA1 surge de axones altamente colateralizados de las 

células piramidales que contribuyen a distintas ramas de CA1 (Tamanaki, Abe y 

Nojyo, 1988 e Ishizuka, Weber y Amaral, 1990). Más aún, subgrupos de células en 

CA1 son inervadas preferencialmente por subgrupos de células de CA3 (Ishizuka, 

Weber y Amaral, 1990). Finalmente, la proyección principal de CA1 al subiculum 

no se incluye en el modelo clásico (Tamanaki y Nojyo, 1990 y Amaral, Dolorfo y 

Alvarez-Royo, 1991). Estos son ejemplos que muestran la complejidad intrínseca 

de la formación hipocampal (Amaral, 1993 y Hasselmo, 2005). 

 

El área CA1 del hipocampo constituye una estructura en la que las células 

piramidales codifican representaciones de memorias espaciales y episódicas y 

proveen la salida glutamatérgica a otras áreas corticales y subcorticales (Giocomo 

y Hasselmo, 2007, Klausberger y Somogi, 2008 y Graves, et al, 2012). Para llevar 

a cabo estas funciones, la actividad de las células piramidales se encuentra 

regulada por una gran diversidad de interneuronas GABAérgicas que proveen una 

inhibición específica y que regulan la actividad piramidal de una manera 

sincronizada (Jonas, et al, 2003, Cenquizca y Swanson, 2006 y Gulyás et al, 

1999). 

 

Las células piramidales (también conocidas como células principales), son 

neuronas con un soma de morfología piramidal y dos árboles dendríticos distintos 

(Braak, 1974 y Braak, 1983). Se encuentran en estructuras como la corteza 

cerebral, el hipocampo y la amígdala, pero no en el bulbo olfatorio o la columna 

vertebral. Son las células excitatorias más numerosas en las estructuras corticales 

de mamíferos (Olbrich y Braak, 1985), sugiriendo que tienen un papel sustancial 

en las funciones cognitivas de orden superior (Lacaille, et al,1987, Ishizuka, Weber 



y Amaral, 1990 Kamondi, et al, 1997, Jones y Wilson, 2005 y Kesner, Hunsaker y 

Gilbert, 2005). La estructura de las neuronas piramidales, aun cuando es 

estereotípica, es muy variable, tanto entre regiones (hipocampo vs neocortezas) 

como dentro de ellas (por ejemplo la capa II vs la capa V en la corteza) 

(Gaarskjaer, 1978, Fox, 1989, Staff, et al, 2000 y Graves, et al, 2012). En el 

hipocampo, la morfología piramidal se caracteriza por la presencia de árboles 

dendríticos basales y apicales, los cuales surgen del soma piramidal y se ramifican 

varias veces hasta la punta en el caso de las dendritas basales y se extienden 

varios cientos de micras antes de la ramificación para formar el penacho apical (el 

cual consiste de dendritas ramificadas pocas veces antes de la punta) en el caso 

de las dendritas apicales. (Lorente de Nó, 1934, Schwartzkroin y Mathers, 1978 y 

Braitenberg y Schiiz, 1983). Las neuronas piramidales reciben entradas sinápticas 

de decenas de miles de sinapsis excitatorias y algunos miles de sinapsis 

inhibitorias (Häusser, Spruston y Stuart, 2000, Dembrow, Chitwood y Johnston, 

2010 y Graves, et al, 2012). La mayoría de las entradas excitatorias utilizan el 

glutamato como neurotransmisor (Giocomo y Hasselmo, 2007, Moore, Cooper y 

Spruston, 2009 y Niswender y Conn, 2010), mientras que las entradas inhibitorias 

utilizan GABA (Freund y Buzsáki, 1996, Staff,et al, 2000 y Klausberger y Somogyi, 

2008). Las interneuronas GABAérgicas constituyen únicamente el 20% de las 

neuronas hipocampales (Cassell y Brown, 1977 y Krook-Magnuson,et al, 2012), 

pero son cruciales para regular el funcionamiento de los circuitos locales 

encargados de las funciones sensoriales, motoras y cognitivas de los organismos 

(Benchenane, et al, 2010), al inervar diferencialmente distintos dominios de las 

células principales, generando con esto respuestas específicas de las poblaciones 

neuronales en estructuras como el hipocampo y la corteza (Krook-Magnuson,et al, 

2012). Estos dos tipos celulares (neuronas principales e interneuronas) pueden 

distinguirse tanto morfológicamente como por sus características 

electrofisiológicas (Sik, et al, 1994, 1995, Klausberger, et al, 2003 y Jonas, et al, 

2003, Anexo 1.). 

 



El grupo de Somogyi ha descrito el disparo específico de interneuronas in vivo 

durante la generación de diversos patrones de oscilación poblacional 

(Klausbergery Somogyi, 2008). Este grupo (y otros) han demostrado que, bajo una 

variedad de condiciones conductuales, las interneuronas generan potenciales de 

acción sincronizados a fases específicas de los ciclos oscilatorios theta, gamma y 

oscilaciones de alta frecuencia (Han, et al, 1993, Buhl, Halasy y Somogy, 1994, 

Cobb, et al, 1995 y Klausberger, et al, 2003). Observaron que tres subtipos 

interneuronales distintos (interneuronas canasta, axo-axónicas y O-LM), definidos 

por su conectividad sináptica así como por marcadores moleculares, contribuyen 

de manera diferencial a las oscilaciones theta y a las Sharp-wave ripples (Anexo, 

Figura 2.1.1), y que estos subtipos interneuronales muestran una clara preferencia 

de fase: Las Células piramidales disparan preferencialmente a los 20° del ángulo 

medio de la oscilación theta, las interneuronas positivas para parvalbumina (PV+) 

disparan preferencialmente a los 271° ángulo medio de la oscilación theta, las 

interneuronas axo-axónicas disparan preferencialmente a los 185° ángulo medio 

de la oscilación theta y las interneuronas oriens-lacunosum moleculare (O-LM) 

disparan preferencialmente a los 19° del ángulo medio de la oscilación theta 

(Anexo; Figura 2.1.1).  

 

La gran diversidad de interneuronas GABAérgicas evolucionó para controlar la 

actividad de las células piramidales de la siguiente forma: durante la actividad 

theta, las células de CA1 se activan principalmente por la vía perforante 

(Nakazawa, et al, 2002 y Brun, et al, 2002). Las células O-LM, cuyos axones se 

coalinean con la entrada de la vía perforante, disparan coincidentemente con la 

hiperpolarización más fuerte en las dendritas distales de las células piramidales 

(Buzsáki, 2002). De esta forma, las interneuronas O-LM modulan el procesamiento 

de la información excitatoria en fase desde de la vía perforante al generar una 

hiperpolarización rítmica que podría desinactivar los canales iónicos sensibles a 

voltaje y facilitar la propagación somato dendrítica de los potenciales de acción 

(Sprutson, et al, 1995) y las ráfagas de potenciales de acción (Harris, et al, 2001).  



 

 

Figura 2.1.1. Diversidad anatómica y funcional de las interneuronas hipocampales. 

Tan sólo en CA1, se han encontrado cuando menos 21 tipos diferentes de interneuronas, incluyendo las 

asociadas a las colaterales de Schaffer (SCA; b), las neurogliaformes (NGF; c), las células Ivy (d), 

interneuronas de canasta (BC; e-f) y las biestratificadas (g), entre muchas otras no mostradas. Estas células 

expresan diferentes marcadores moleculares, incluyendo Coleocistoquinina (CCK; azul), parvalvumina (PV; 

rojo), y el neuropéptido Y (NPY; verde) y tienen por blanco distintas regiones a lo largo de los ejes axo-

somato-dendríticos de las neuronas principales postsinápticas (PC; a). De igual manera, estos subtipos 

interneuronales pueden ser clasificados por sus patrones de disparo (mostrados a los lados, actividad 

registrada in vitro) y sus morfologías (marcadas en color para cada caso). Nótese que estas células tienen 

patrones de disparo asociados con distintas fases de los ritmos theta y gamma (mostrados como θ y γ; las 

marcas de colores sobre las oscilaciones indican el tiempo relativo del pico de la tasa de disparo para cada 

subtipo interneuronal) y actividad asociada que aumenta (RP↑) disminuye (RP↓) o no cambia (RP ) durante la 

generación de Sharp Wave Ripples.Tomada de Krook-Magnuson, et al, 2011. 

 

 

 



Las células axo-axónicas y las células de canasta presentan descargas en la fase 

descendente de los ciclos theta cuando las descargas de las neuronas piramidales 

son mínimas y la potencia en gamma está en su pico máximo, lo que permite 

restringir el disparo de la neurona piramidal a una ventana temporal muy estricta y, 

simultáneamente, favorecer la desinactivación de los canales sensibles a voltaje 

para la generación de ulteriores espigas (Fox, 1989, Buzsáki, 2002, Skaggs, et al, 

1996, Mehta, Lee y Wilson, 2002 y Harris, et al, 2002). 

 

En general, la gran mayoría de las interneuronas muestran oscilaciones 

intrínsecas durante la aplicación de una corriente despolarizante sostenida 

(usualmente <50 pA) (Chapman y Lacaille, 1999) que coloca el potencial de 

membrana en valores apenas por debajo del umbral (Ylinen, 1995 y Cobb, et al, 

1995). Dependiendo del tipo neuronal, estas oscilaciones subumbrales se generan 

con frecuencias en los rangos theta (interneuronas O-LM y PV) (Tukker, 2007, 

Klausberger y Somogyi, 2008 y Krook-Magnuson, et al, 2012) y gamma 

(interneuronas NGF y Ivy) (Fuentealba, et al, 2008 y Krook-Magnuson, et al, 

2011). Esta actividad intrínseca fue descrita desde 1999 por Chapman y Lacaille. 

Estos autores demostraron que las oscilaciones intrínsecas no dependen de 

transmisión sináptica -ya que el bloqueo de la transmisión glutamatérgica y 

GABAérgica no afecta la generación de las oscilaciones- sino que son generadas 

por la interacción de canales de Na+ (el uso de tetrotoxina para bloquear las 

corrientes de Sodio inhibe las oscilaciones) y de K+ (aplicación de Ba2+ reduce las 

oscilaciones) embebidos en la membrana de las interneuronas O-LM. Estas 

oscilaciones subumbrales favorecen un comportamiento resonante que permite a 

las neuronas que las generan participar eficientemente en comportamientos 

oscilatorios rítmicos específicos (Chapman y Lacaille, 1999). Es así que las 

interneuronas juegan un papel sustancial en las oscilaciones de la red hipocampal 

(Klausberger, 2009, Freund, 2003 y Packer y Yuste, 2011) ya que regulan el 

disparo sincrónico de las neuronas principales en el hipocampo mediante disparos 

específicos a lo largo de las distintas fases de los ritmos theta y gamma y sus 



conexiones con distintas zonas de las células piramidales (Tukker, 2007, Olah, et 

al, 2009 y Krook-Magnuson, et al, 2012). 

 

2.2 OSCILACIONES HIPOCAMPALES 

 

La actividad rítmica y coordinada de las poblaciones neuronales da origen a 

oscilaciones en potenciales de campo locales (LFP por sus siglas en inglés de 

Local Field Potential) en un rango amplio de frecuencias (Bullock, Buzsáki y 

McClune, 1989, Buzsáki, et al, 1994 y Cobb, et al, 1995). A través del cerebro, 

estas oscilaciones constituyen un mecanismo de sincronización mediante el cual 

se referencia y coordina la temporalidad del disparo neuronal (Fox, 1989, Buzsáki, 

2002, Hefft y Jonas, 2005 y Benchenane, et al, 2010). Una sincronización anormal 

puede dar origen a interacciones disfuncionales y contribuir al desarrollo de 

desórdenes cognitivos complejos como los que se observan en la esquizofrenia 

(Corfas, Roy y Buxbaum, 2004, Mei y Xiong, 2008, Uhlhaas y Singer, 2010 y 

Neddens, et al, 2010) y en la Enfermedad de Alzheimer (Nakazawa, et al, 2002, 

Hunsaker, Lee y Kesner, 2008 y Verret, et al, 2012). Ejemplos de esta actividad 

poblacional coordinada son los ritmos theta que son oscilaciones de 4 a 12 Hz que 

se encuentran consistentemente asociadas, en conjunto con las oscilaciones 

gamma (30-80Hz), con comportamientos complejos como la toma de decisiones, 

la exploración espacial, la memoria de trabajo y la navegación (Amaral, 1993, 

Wang y Buzsáki, 1996 y Jones y Wilson, 2005). Por su parte las sharp wave 

ripples (100 a 200 Hz) ocurren durante el reposo, la consolidación de la memoria y 

el sueño de ondas lentas (Buzsáki, et al, 1992, Ylinen, et al, 1995 y Brunn, et al, 

2002). 

 

Los ritmos theta se generan en muchas estructuras cerebrales a lo largo del linaje 

de los mamíferos (Klausberger, et al, 2003, Jones y Wilson, 2005 y Benchenane et 

al, 2010). Entre las más estudiadas, se encuentran: el complejo subicular, la 

corteza entorhinal, la corteza perirhinal, la corteza del cíngulo y la amígdala, que 

han sido propuestas como los generadores del ritmo theta (Chapman y Lacaille, 



1999 y Hefft y Jonas, 2005). Estos ritmos son más prominentes en el hipocampo, 

particularmente en el estrato lacunosum-moleculare de la región CA1 y se 

encuentran presentes también en el giro dentado y en la región CA3 del 

hipocampo (Kubie, Muller y Bostock, 1990, Bullock, Buzsáki y McClune, 1989 y 

Harris, et al, 2002). En el hipocampo, el ritmo theta depende estrechamente de la 

actividad de las interneuronas GABAérgicas (Buckmaster y Schartzkroin, 1995, 

Freund y Buzsáki, 1996 y Kamondi, et al, 1997) ya que éstas inhiben los 

potenciales de acción en las células piramidales de manera rítmica, determinando 

la amplitud y la distribución de fase de las ondas theta en la región CA1 (Chapman 

y Lacaille, 1999 y Freund, 2003). 

 

Como es bien reconocido, y se describe en la Anexo, en el hipocampo hay cuando 

menos 21 tipos de interneuronas inhibitorias descritas, estas pueden reconocerse 

por sus características morfológicas, propiedades funcionales -por ejemplo 

propiedades electrofisiológicas intrínsecas y disparo específico durante las 

oscilaciones theta- y sus características moleculares -por ejemplo la expresión de 

proteínas de unión a calcio, neuropéptidos y factores de transcripción (Heff y 

Jonas, 2005, Soltresz, 2005, Fuentealba, et al, 2008 y Klausber, 2009). Esta última 

característica de particular importancia cuando se desea estudiar o manipular 

experimentalmente un subtipo de interneuronas de interés (Kim, et al, 2009, Fung, 

et al, 2010 y Lawrence, et al, 2010). Las interneuronas positivas para 

parvalbumina (PV+), las positivas para colecistocinina (CCK+), las axo-axónicas y 

las positivas para somastatina (SOM) expresan, por ejemplo, el receptor ErbB4 

(Ozaki, Kishigami y Yano, 1998, Fox y Kornblum, 2005 y Neddens y Buonanno, 

2010) el cual, además, no es expresado por las neuronas piramidales (Vullhorst, et 

al, 2009 y Neddens,et al, 2011). Por ello, se ha propuesto que se pueden utilizar 

agonistas de los receptores ErbB4 para activar de manera selectiva a grupos de 

interneuronas y no a neuronas piramidales (Wen, et al, 2010 y Janssen, Leiva-

Salcedo y Buonanno, 2012). Las características del receptor ErbB4, su ligando 

endógeno y las vías de señalización que desencadena su activación se explicarán 

más a detalle a continuación. 



2.3 EL SISTEMA NEUREGULINA/ERBB4 Y SU IMPORTANCIA EN LA 

MODULACIÓN DE LA ACTIVIDAD EN EL SISTEMA NERVIOSO. 

2.3.1 EXPRESIÓN SELECTIVA DEL RECEPTOR ERBB4 

 

La familia de factores tróficos del tipo Neuregulina 1 (NRG1) actúa estimulando la 

familia de receptores tirosin quinasas ErbB (Corfas, Roy y Buxbaum 2004). 

Específicamente, la NRG1 se une únicamente a ErbB3 o 4, siendo el receptor 

ErbB4 el que presenta una mayor respuesta a la estimulación por NRG1 (Mei y 

Xiong, 2008). Tanto la NRG1 como sus receptores se encuentran distribuidos a lo 

largo de las regiones cerebrales críticas para funciones cognitivas y asociativas en 

los animales adultos (Gerecke, et al, 2001), lo que sugiere que este 

neuromodulador regula la actividad de estos circuitos neuronales en el cerebro 

adulto (Chen, et al, 1994). Durante el desarrollo, las neuregulinas promueven la 

migración neuronal de las interneuronas e incrementan selectivamente la 

expresión de receptores para múltiples neurotransmisores cómo dopamina (Kwon, 

et al, 2008), nicotina (Yang, et al, 1998) y glutamato (Li, et al, 2007 y Chen, Zhang 

y Yin, 2010). 

 

Los receptores ErbB2, ErbB3 y ErbB4 son miembros de la subfamilia de 

receptores tirosin-quinasa EGF (siglas en inglés para “factores de crecimiento 

epidermal”) (Burden y Yarden, 1997) que comparten una arquitectura molecular 

común que consiste de un dominio extracelular ampliamente glicosilado al que se 

unen sus ligandos, las Neuregulinas, (Chang, et al, 1997, Higashiyama, et al, 1997 

y Zhang, et al, 1997). Además poseen una región transmembranal hidrofóbica 

(Gereke, et al, 2001), y un dominio citoplásmico que contiene la actividad tirosin 

quinasa (Pinkas-Kramarski, et al, 1998). A pesar de su similitud estructural y 

funcionalidad, cada uno de estos receptores muestra una especificidad diferente 

por las neuregulinas, (Pinkas-Kramarski, et al, 1996, Olayioye, et al, 1998 y Jones, 

Akita y Sliwkowski, 1999) NRG-1 y -2 se unen directamente con ErbB-3 y -4 

(Carraway, et al, 1997) mientras que NRG-3 y -4 se unen preferencialmente con 

ErbB-4 (Zhang, et al, 1997 y Harari, et al, 1999) y NRG-1 y -3 muestran todavía 



más preferencia por los receptores ErbB-3 y -4 en su estado homodimérico que 

heterodimérico (Jones, Akita y Sliwkowski, 1999). Las neuregulinas regulan 

diversas actividades a través de interacciones con los receptores ErbB en su 

forma homo u heterodimérica con lo cual activan la vía de señalización intracelular 

de las tirosin quinasas (Buonanno y Fischbach, 2001). Lo anterior desencadena 

eventos que van desde la maduración y plasticidad de las sinapsis 

glutamatérgicas (Li, Woo y Malinow, 2007), el desarrollo neuronal (Mei y Xiong, 

2008), el desarrollo de sinapsis excitatorias en las interneuronas (Ting, et al, 2011) 

y la potenciación a largo plazo (Chen, Zhang y Yin, 2010). Las alteraciones en 

esta vía se asocian a desórdenes como la esquizofrenia (Corfas, Roy y Buxbaum, 

2004, Kwon, et al, 2008 y Mei y Xiong, 2008) y la epilepsia (Iyengar y Mott, 2008 y 

Li, et al, 2012). 

 

Ya desde 1998, Ozaki y colaboradores describieron una expresión constante del 

receptor ErbB2 y ErbB4 en las células neuronales durante las primeras 2-3 

semanas posnatales, sugiriendo que la dimerización de estos receptores (ya sea 

en la forma heterodimérica ErbB2/ErbB4 u homodimérica ErbB4/ErbB4) debe ser 

importante para eventos tales como la migración de las células granulares, las 

conexiones neuronales y la formación de sinapsis (Ozaki, et al, 2004). De manera 

relevante para este proyecto, el mRNA del receptor ErbB4 se encuentra sólo en 

las interneuronas (Vullhorst, et al, 2009, Neddens, et al, 2011 y Janssen, Leiva-

Salcedo y Buonano, 2012) y las neuronas GAD-positivas del hipocampo expresan 

altos niveles de ErbB4 (Gerecke, et al, 2001, Neddens y Buonanno, 2010 y Wen, 

et al, 2010), indicando que el ErbB4 se encuentra enriquecido en las neuronas 

GABAérgicas. 

 

Los análisis ultraestructurales realizados por el grupo de Detlef Vullhorst, en las 

interneuronas utilizando microscopía inmunoelectrónica, muestran una expresión 

abundante del ErbB4 en el compartimiento somato dendrítico y en sitios 

adyacentes a receptores postsinápticos glutamatérgicos. Por el contrario, el 

receptor ErbB4 no se expresa en los botones presinápticos. Estos resultados 



indican que el receptor ErbB4 es un marcador postsináptico selectivo para las 

sinapsis glutamatérgicas en las interneuronas inhibidoras (Vullhorst, et al, 2009). 

 

La expresión selectiva de los receptores ErbB4 en las interneuronas se encuentra 

conservada en distintos linajes, desde los roedores hasta los primates tanto 

humanos como no humanos (Silberberg, et al, 2006, Law, et al, 2007 y Neddens, 

et al, 2011). El grupo de Neddens corroboró en 2011 que la expresión del receptor 

ErbB4 se restringe a las interneuronas en la corteza y en el hipocampo de 

roedores, mostrando que la proteína del ErbB4 es indetectable en las células 

piramidales en los roedores y no hay expresión del ErbB presináptica en ninguna 

de las especies (Neddens, et al, 2011). Se argumenta en este artículo que la 

expresióndel ErbB4 de manera interneurona-específica en el área somato 

dendrítica es consistente con un papel principal de la señalización neuregulina-

ErbB4 en la modulación postsináptica de la función de las neuronas GABAérgicas 

en los roedores y primates (Fox y Kornblum, 2005 y Buonanno, 2010). Como ya se 

mencionó, el patrón de expresión interneurona-selectivo se demostró similar a lo 

largo de los linajes de roedores (ratón y rata) (Vullhorst, et al, 2009 y Neddens y 

Buonanno, 2010) y especies primates (Rhesus y humano) (Bernstein, et al, 2006 y 

Thompson, et al, 2007), siendo la mayoría de las neuronas ErbB4 positivas, 

también positivas para GAD (> 90% de las interneuronas caracterizadas 

electrofisiológicamente). No se detectó el ErbB4 en ningún tipo de terminal 

presináptica GABAérgica (Neddens, et al, 2011). 

 

Importantemente, la expresión del ErbB4 en distintas neuronas GABAérgicas varía 

regionalmente en el cerebro (Ozaki, et al, 2004, Kornblum, et al, 1999 y Gerecke, 

et al, 2001). El porcentaje de células PV positivas que expresan al receptor ErbB4 

es significativamente mayor en la corteza pre frontal (<98%) comparado con el 

hipocampo (42%) (Fox y Kornblum, 2005). Incluso el patrón de expresión del 

ErbB4 en cuatro subtipos neuronales principales del hipocampo es diferente, este 

es expresado en las células positivas para cholecistocinina (CCK, 54%), en las 

positivas para Parvalbumina (PV, 42%) y en las positivas para la sintetasa de 



óxido nítrico neuronal (nNOS, 39%), mientras que las células que expresan 

somastatina (SOM) son raramente inmunoreactivas para ErbB4 (1%) (Neddens y 

Buonanno, 2010). La cantidad de expresión del receptor ErbB4 es constante a lo 

largo de las distintas áreas que constituyen la estructura hipocampal, con 

excepción del giro dentado, en el cual el 80% de las células que expresan el 

receptor son CCK positivas (Neddens y Buonanno, 2010). La constancia en la 

expresión del ErbB4 en las interneuronas parvalbumina positivas a lo largo de toda 

la estructura hipocampal sugiere que la activación de la vía de señalización NRG1-

ErbB4 favorece la inhibición peri-somática a lo largo de toda la red hipocampal 

(Neddens y Buonanno, 2010). 

 

La activación del ErbB4mediante la aplicación de NRG1 aumenta la potencia de 

las oscilaciones hipocampales en la frecuencia gamma en un 710±229% (Fisahn, 

et al, 2009), aumento que se ve inhibido si se aplican PD158780 o AG1478 que 

funcionan como antagonistas de ErbB4 (Fisahn, et al, 2009). Además, se mostró 

que ratones transgénicos que carecen de este receptor muestran un número 

menor de interneuronas PV (-31%) y la potencia de las oscilaciones gamma 

inducidas por kainato se encuentra reducida (-60%) (Fisahn, et al, 2009). Estos 

resultados, implican a la vía NRG1-ErbB4 en la sincronización de ensambles 

neuronales que regulan la generación de los ritmos gamma. (Gerecke, et al, 2001 

y Yau, et al, 2003) 

2.3.2 FUNCIÓN DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN NRG1/ERBB4 

 

Al igual que otros receptores de señalización que actúan a través de tirosin-

quinasa (RTKs), la unión de la NRG1 a su receptor promueve la fosforilación 

cruzada de los residuos tirosina del mismo (Cadena y Gil, 1992 y Marshal, 1995), 

la asociación de proteínas que contienen unión a fosfotirosina (Cadena y Gil, 1992 

y Van Blesen, et al, 2002) o dominios homólogos a SrC con residuos fosforilados 

(Marshall, 1995, y Van Blesen, et al, 2002), y la activación de vías intracelulares 

efectoras que regulan respuestas biológicas específicas (Buonanno y Fischbach, 

2001).El dominio de factor de crecimiento epidermal (EGF) de la NRG1 se 



requiere para la unión con su receptor y es suficiente por sí mismo para llevar a 

cabo la dimerización del receptor ErbB, la fosforilación de la tirosina y la activación 

de las vías de señalización subsecuentes (Buonanno y Fischbach, 2001 y Van 

Blesen, et al, 2002). Este dominio EGF contiene 50 aminoácidos y se caracteriza 

por tres pares de cisteínas que son importantes para la estructura terciaria de la 

proteína y su función en la señalización de los procesos de proliferación neuronal 

(Burden y Yarden, 1997), regulación de la expresión de receptores (Lemke, 1996), 

migración celular (Meyer, et al, 1997), entre otras. Aun cuando el motivo EGF 

puede mimetizar la mayoría de los efectos biológicos de la proteína completa, los 

otros dominios contribuyen a funciones biológicas específicas (Buonanno y 

Fischbach, 2001). Por ejemplo, el dominio rico en Cisteínas (CDR) de NRG1 se 

requiere para el mantenimiento de las sinapsis periféricas (Wolpowitz, et al, 2000). 

Ratones mutantes que carecen de esta región en el gen NRG1 mueren al 

nacimiento y los embriones presentan un número reducido de células de Schwann 

(Riethmacher, et al, 1997, Wolpowitz, et al, 2000, Garrat, et al, 2000 y Sherman, et 

al, 2000). En contraste, ratones con mutaciones en el dominio IgG –en el mismo 

gen- presentan una pérdida severa de neuronas en las áreas corticales que 

regulan las funciones sensoriales y motoras (Meyer,et al, 1997 y Wolpowitz,et al, 

2000). Las diferencias en los fenotipos encontrados en las mutaciones del gen que 

codifica a la NGR1 en los dominios CRD e IgG-like enfatizan la importancia de los 

dominios diferentes a EGF para regular la función de NRG1 (Buonanno y 

Fischbach, 2001).  

 

En cultivos organotípicos cerebrales, la NRG1 induce selectivamente la expresión 

de la subunidad β2 del receptor para el ácido γ-amino butírico (GABA-A) en 

células piramidales (Xie, Raetzman, y Siegel, 2004 y Woo, et al, 2007), con lo cual 

se propone que la activación del sistema NRG1/ErbB4 deprime la actividad 

neuronal (Iyengar y Mott, 2008). Utilizando registros de campo locales en 

rebanadas de hipocampo, se mostró que la NRG1 revierte los procesos de 

actividad epileptiforme producidos por la exposición a 10mM de cloruro de potasio 

que induce ráfagas epileptiformes y potenciación de las sinapsis en CA1 (Ben-Ari 



y Gho, 1988, Abegg, et al, 2004 y Debanne, Thompson y Gahwiler, 2006). Por otra 

parte, se ha demostrado que la neuregulina inhibe el desarrollo de ráfagas 

espontáneas características de la actividad epileptiforme inducida (Debanne, 

Thompson y Gahwiler, 2006), las cuales son resultado de la pérdida del balance 

excitación/inhibición que favorece la actividad sincrónica epiléptica (Bains, 

Longacher y Staley, 1999, y Staley,et al, 2001). Esto indica que la activación del 

sistema NRG1/ErbB4en las interneuronas es suficiente para modular a los 

circuitos incluso cuando se encuentran en estados de hiperexcitabilidad (Kwon, et 

al, 2008). 

 

Con toda la evidencia anterior, se puede concluir que la activación del sistema 

NRG1/ErbB4 representa una herramienta farmacológica muy eficiente para activar 

interneuronas inhibitorias en el hipocampo y estudiar su papel en la generación de 

distintos patrones de actividad en el mismo. Sin embargo, es importante 

considerar que el análisis de los ritmos hipocampales – y otras dinámicas 

específicas originadas a partir de la sincronización de poblaciones neuronales en 

ventanas temporales de la escala de milisegundos- (Fox, 1989, Kubie, Muller y 

Bostock, 1990, Wang y Buzsáki, 1996, Buzsáki, 2002 y Tukker, 2007) se puede 

dificultar utilizando técnicas farmacológicas clásicas. De esta forma, la respuesta a 

la presencia de un fármaco se ve limitada por la cinética del fármaco y la 

temporalidad de las señales intracelulares desencadenadas (Burden y Yarden, 

1997, Corfas, Roy y Buxbaum, 2004 y Bjamadottir, et al, 2007). Estas limitaciones 

resultan en la necesidad de explorar nuevas metodologías que nos permitan 

modular la actividad de los elementos neuronales implicados en la generación de 

ritmos hipocampales (Wang y Buzsáki, 1996, Chapman y Lacaille, 1999, Cobb, et 

al, 1995, Freund, 2003, Jonas, et al, 2003, Klausberger, et al, 2003 y Tukker, 

2007) de una manera sincrónica y en ventanas temporales de importancia 

fisiológica. Una manera de lograr este objetivo es mediante el uso de herramientas 

optogenéticas, ya que estas superan las limitaciones anteriormente descritas de la 

manera que se describe a detalle en la siguiente sección. 



2.4OPTOGENÉTICA 

 

Durante los últimos años, la optogenética ha comenzado a revolucionar el campo 

de las neurociencias así como ha abierto nuevas posibilidades en el campo de la 

estimulación cerebral (LaLumiere, 2010). La técnica de la optogenética utiliza la 

luz para controlar la actividad de las neuronas que expresan proteínas sensibles a 

la luz por lo que evita los efectos no-específicos de la estimulación eléctrica o la 

manipulación farmacológica (Lin, 2010).La optogenética puede utilizar 

herramientas de control para activar o inhibir tipos celulares específicos – como la 

Channelrhodopsina (Zhang, et al, 2006) o las Bacteriorhodopsinas y 

halorhodopsinas, respectivamente (Chow, Han y Dobry, 2010)-.  

 

Especies de múltiples ramas del reino animal han generado mecanismos para 

censar la radiación electromagnética en sus ambientes (Bogomolni y Spudich, 

1982, Tomioka, et al, 1986, Spudich, 1998, Bieszke, et al, 1999, Béjà, et al, 2001, 

Wang, et al, 2003 y Tsunoda, et al, 2006). La existencia de las opsinas de 

bacterias, hongos y algas se identificó por la presencia de bombas iónicas que 

transportan varios iones a través de la membrana en respuesta a una estimulación 

luminosa (Oesterhelt y Stoeckenius, 1971, Racker y Stoeckenius, 1974, Schobert 

y Lanyi, 1982 y Oesterhelt, Hegemann y Tittor, 1985). 

 

Trabajos pioneros como el de Nagel y su equipo permitieron llevar a cabo la 

expresión de varios tipos de opsinas para estudiar su activación y su 

funcionamiento como moduladores del transporte iónico en células de eucariotes 

superiores –en este estudio oocitos de Xenopus laevis- (Nagel, et al, 2002). La 

secuencia de la primer Channelrhodopsina y su estructura, se obtuvo basándose 

en comparaciones con las secuencias de las rhodopsinas sensoriales de arqueas 

(Srs), bacteriorhodopsinas (BR) y halorhodopsinas (HR) ya descritas (Lanyi y 

Oesterhelt, 1982, Schobert y Lanyi, 1982, Luecke, Ritchter y Lanyi, 1998, Matsuno 

y Mukohata, 1997 y Lanyi, 2006). Utilizando como criterio la homología en 

secuencia, es decir una comparación uno a uno de los aminoácidos que las 



conforman, se definieron los dominios cruciales para el funcionamiento de estas 

proteínas (aminoácidos conservados en los 4 tipos), (Bogomolni y Spudich, 1982 y 

Holland, et al, 1996) estos fueron posteriormente probados experimentalmente 

para analizar su importancia en la generación de los fotociclos de las cuatro 

opsinas hasta entonces descritas (Schobert y Lanyi, 1982, Oesterhelt, Hegemann 

y Tittor, 1985 y Sasaki, et al, 1995) y se corroboró su importancia funcional, 

mayoritariamente con estudios mutacionales. (Essen, 2002, Berthol, et al, 2008, 

Bamman, et al, 2009, Hoffman, et al, 2010 y Kato, et al, 2012). Posteriormente, se 

demostró que la introducción de un gen de una opsina microbial en las neuronas 

de mamíferos, resultaba en la expresión de dicha opsina en la membrana neuronal 

y en la inducción por luz de potenciales de acción con precisión de milisegundos 

(Boyden, et al, 2005).Para el año 2010, la mayoría de las clases de opsinas 

conductoras de iones han probado ser funcionales como herramientas de control 

optogenético en las neuronas de mamíferos como se describe más adelante 

(Deisseroth, 2010). 

 

2.4.1 GENES DE OPSINAS MICROBIALES 

 

Los genes de las opsinas se dividen en dos superfamilias: opsinas microbiales 

(Tipo I) y opsinas animales (Tipo II). (Fenno, Yizhar y Deisseroth, 2010). Las 

proteínas de ambas familias requieren de retinal, un cofactor orgánico derivado de 

a la vitamina A qué sirve como antena para los fotones (Béjà, et al, 2001, Essen, 

2002, Nagel, et al, 2002, Várò, et al, 2003 y Zhang, et al, 2008).Las opsinas tipo I 

son productos proteicos denominados rhodopsinas cuando se encuentran unidos 

a retinal. Estas proteínas difieren de su contraparte en mamíferos (tipo II) en que 

son sistemas de un sólo componente sensor de luz (Oesterhelt y Stoeckenius, 

1971). Es decir, tanto la capacidad de censar la luz como la conducción iónica, se 

realizan por la misma proteína (Banghart, et al, 2004). 

 

La primera opsina identificada, es la bomba protónica de Halobacterium halobium 

(Bacteriorhodopsina; BR), que es expresada bajo condiciones de poco oxígeno en 



las membranas de las halobacterias (Oesterhelt y Stoeckenius, 1971, 1973, 

Racker y stoeckenius, 1974 y Michel y Oesterhelt, 1976). Halobacterium 

halobiumpertenece a un género de microorganismos pertenecientes al dominio 

Archaea cuyo metabolismo requiere ambientes con una alta concentración de sal. 

En estos organismos la BR sirve como parte de un sistema de producción de 

energía alternativo, pues bombea protones del citoplasma al medio extracelular 

para generar una fuerza protónica que permite la síntesis de ATP (Racker y 

Stoeckenius, 1974). Una segunda clase de genes de opsinas, codifican para las 

halorhodopsinas (HR), que son bombas iónicas descubiertas en archeobacterias 

(Matsuno-Yagi y Mukohata, 1977). Los principios operacionales de las HR son 

similares a aquellos de las BR (Lanyi y Oeterhelt, 1982, Sasaki, et al, 1995 y 

Essen, 2002). Sin embargo, cambios en la secuencia de aminoácidos de las 

halorhodopsinas resultan en una preferencia por la conducción de cloruro (Sasaki, 

et al, 1995 y Essen, 2002,), mientras que las BR expulsan protones H+ (Lanyi y 

Oeterhelt, 1982, Sasaki, et al, 1995 y Essen, 2002). Posteriormente se describió 

una tercera clase de opsina microbial, la channelrhodopsina (ChR), que es una 

proteína con propiedades de flujo iónico activado por luz obtenida de la secuencia 

genómica del alga verde Chlamydomonas reinhardtii (Nagel, et al, 2002, Nagel, et 

al, 2003 y Zhang, et al, 2008).  

 

2.4.2 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA CHR2 

 

La Channelorhodopsina-2 es un canal iónico que se abre rápidamente después de 

la absorción de un fotón para generar permeabilidad para cationes monovalentes y 

bivalentes (Nagel, et al, 2002). Esta opsina consta de una proteína que forma 7 

hélices transmembranales unidas covalentemente a retinal (cromóforo microbial 

all-trans-retinal) (Nagel, et al, 2002, Nagel, et al, 2003 y Radu, et al, 2009). Se ha 

determinado que la estimulación fotónica de esta opsina toma tan sólo 50μs para 

iniciar una respuesta medida en fotocorriente, demostrando que la actividad de 

fotoreceptor y el canal iónico se encuentran en la misma proteína (Holland, et al, 

1996, Berthold, et al, 2008 y Kato, et al, 2012). La ChR2 consiste de 737 



aminoácidos, cuyos dominios transmembranales (TMs) y la funcionalidad 

fotosensible se localizan en la región amino-terminal, las regiones 

transmembranales se encuentran conectadas por 3 anillos citoplásmicos y 3 

anillos extracelulares cruciales para el fotociclo de la channelrhodopsina en 

respuesta a la estimulación fotónica ya que estos definen los poros 

electronegativos extracelulares e influyen fuertemente en las cinéticas de 

recuperación de la opsina posterior a los cambios conformacionales de apertura y 

cerrado del canal iónico. (Kato, et al, 2012). El dominio N-terminal consiste de una 

hélice corta y 2 láminas β y posee 6 moléculas lipídicas y 43 de agua las cuales 

forman una red mediante enlaces de hidrógeno mediados por agua, que son 

sustanciales una vez que se da la reacción de isomerización del retinal para 

comenzar con la serie de pasos de protonación que resultarán en la apertura del 

canal (Luecke, Richter y Lanyi, 1998, Bamann, et al, 2009 y Hoffman, et al, 2010). 

La interacción de las cisteínas Cys73 y Cys75 estabiliza el dominio N-terminal y 

promueve la dimerización de la ChR2 (Grzesiek y Dencher, 1998, Beckstein, et al, 

2003). Por su parte, el dominio C-terminal está involucrado en la localización 

subcelular y el tráfico de la proteína hacia la membrana. (Kato, et al, 2012 y Müller, 

et al, 2012). 

 

La función de la ChR2 depende enteramente del “retinal binding pocket”, el cual 

consiste en la molécula de all-trans-retinal (ATR) unida covalentemente a un 

residuo de lisina (Lys296) que se encuentra en la hélice transmembranal 7(Kato, 

et al, 2012 y Müller, et al, 2011) y la formación de una base de schiff, la cual 

mediante el doble enlace entre un átomo de Carbono del ATR y el nitrógeno del 

aminoácido lisina mantienen el canal catiónico cerrado. Cinco residuos aromáticos 

(Trp163, Phe217, Trp262, Phe265 y Phe269) localizados alrededor del ATR 

forman un “bolsillo hidrofóbico” responsable de la mayoría de los cambios 

conformacionales necesarios para la apertura del canal (Nack, et al, 2010, 

Hoffman,et al, 2010). Otros residuos (Cys167, Thr198 y Ser295)forman un 

segundo “bolsillo hidrofóbico” que contribuye a la activación por luz azul (Hoffman, 

et al, 2010 y Kato, et al, 2012) mutaciones en estos residuos, cambian el espectro 



de luz en el cual es responsiva la ChR. Kato y colaboradores en 2012 describieron 

que las hélices transmembranales 1, 2, 3 y 7 forman un poro electronegativo que 

es crucial para el funcionamiento de la ChR2 (Plazzo, et al, 2011, Müller, et al, 

2012 y Kato, et al, 2012). Los residuos cargados negativamente (Glu y Asp) se 

encuentran alineados a lo largo del poro. La conductancia y selectividad iónica 

están definidas por la segunda hélice transmembranal, mutaciones en los residuos 

en esta hélice, alteran la selectividad iónica del canal. Ejemplos de estas incluyen 

la mutación N297D, ácido aspártico por asparagina, la cual aumenta en el doble la 

preferencia por iones Ca2+. La mutación D292A –alanina por ácido aspártico- 

triplica la preferencia por iones H+ y la mutación K132A –alanina por lisina- 

aumenta la preferencia por iones K+ al triple (Kato, et al, 2012).  

 

En la parte extracelular del poro, un vestíbulo formado por el dominio N-terminal y 

3 hélices extracelulares se abre hasta un diámetro de 8 A° en los cuales las 

Lys154, Lys209 y la Arg213 forman una superficie electropositiva alrededor del 

vestíbulo, lo que sugiere que esta superficie regula el paso del estado abierto no 

conductivo al estado conductivo (Sugiyama, et al, 2009, Müller, et al, 2012 y Kato, 

et al, 2012). Dentro del vestíbulo la Arg159, la Tyr160, el Glu274 y la Ser284 

forman una superficie electronegativa débil que fija las posiciones de las hélices 

transmembranales 3, 6 y 7 mediante enlaces de hidrógeno mediados por agua. 

Esta superficie provee el ambiente negativo que facilita el movimiento de los iones 

positivos hacia el interior de la célula (Sasaki, et al, 1995, Luecke, Ritcher y Lanyi, 

1998 y Kato, et al, 2012). Mutaciones en estos residuos, alteran la fotocorriente, el 

ejemplo más claro es la mutación R159A -Alanina por Arginina- la cual no produce 

fotocorriente (Kato, et al, 2012). 

 

El protón que es liberado por la base de Schiff en respuesta a la activación 

fotónica es aceptado por el Asp 292, el cual se encuentra desprotonado en el 

estado “cerrado” de la ChR2 (Wang, et al, 2009 y Müller, et al, 2012). Este residuo 

actúa como el aceptor de protones principal del sistema, el protón que es liberado 

por el ATR en respuesta a la estimulación protónica es aceptado por dicho 



residuo. De hecho, mutaciones en este residuo eliminan la actividad, la mutante 

D292A –alanina por ácido aspártico- no presenta fotocorriente (Kato, et al, 2012). 

Esta respuesta, en la que se elimina la actividad, es la misma que se presenta en 

la bacteriorhodopsina si se muta el aceptor de protones -que en el caso de BR es 

el Ácido Glutámico 162- (Luecke, Richter y Lanyi, 1998 y Lanyi, 2006). Mutaciones 

en cualquiera de estos residuos alteran las fotocorrientes, por ejemplo: al mutar la 

Serina 102 –S102D, Ácido Aspártico por Serina- se aumenta la magnitud de la 

corriente fotoinducida al triple y la mutación N297D –Ácido Aspártico por 

Asparagina- reduce la fotocorriente a la mitad, demostrando la importancia de 

estos residuos en el paso a los estados abiertos (Kato, et al, 2012 y Lórenz-

Fonfría, et al, 2013). A diferencia de la ChR1 –que muestra selectividad por 

protones H+- (Nagel, et al, 2002), las fotocorrientes producidas por la ChR2 varían 

ampliamente en soluciones que contienen diferentes concentraciones de distintos 

iones, sugiriendo que ChR2 permea varios cationes. (Holland, et al, 1996 y Nagel, 

et al, 2003). Los radios de permeabilidad  catiónica de la Channelrhodopsina son 

los siguientes: H+=105; Li+=2±0.5; Na+=1; K+=0.5±0.3; (CH3)2NH2
+=4±2. (Nagel,et 

al, 2003). Estos se definen como cambios en el potencial reverso de las 

fotocorrientes cuando se reemplaza el Na+ por cada uno de los cationes (Hille, 

2001). 

 

La dependencia de las fotocorrientes en diferentes soluciones salinas muestra una 

relación inversa con el radio atómico del catión, demostrando que el poro 

“efectivo” de ChR2 debe ser mayor que los canales de Na+ dependientes de 

voltaje (Nagel, et al, 2003) ChR2 es permeable tanto a cationes monovalentes 

como divalentes, en soluciones que contienen 80mM de Ca2+ la activación de 

ChR2 desencadena una corriente amplia con un tiempo de activación menor. Los 

residuos Arg159 y Glu136 afectan la cinética del canal. Mutantes de estos 

aminoácidos no producen fotocorriente aun cuando hay amplia expresión de ChR2 

en la membrana (Nagel, et al, 2003).  

 



Posterior al equilibrio en la luz, la corriente estacionaria es estable (Bamman, et al, 

2009, Nack, et al, 2010, Plazzo, et al, 2011, Kato, et al, 2012 y Lórenz-Fonfría, et 

al, 2013). La recuperación del pico de la corriente depende del potencial de 

membrana, es decir, la recuperación es más rápida en voltajes negativos que 

positivos. La recuperación de la inactivación también depende del pH extracelular 

(pHo): es más lenta a un pHo más alto que un pHo bajo, sugiriendo que la 

recuperación del estado inactivo está ligado a la protonación de uno o más 

aminoácidos del extremo extracelular (N-terminal). ChR2se desensibiliza en 

presencia de luz continua dando lugar a un estado de conductancia fijo mucho 

menor a su actividad basal. La recuperación de la desensibilización es acelerado 

por iones H+ extracelulares y potenciales de membrana negativos, mientras que el 

cerrado del canal iónico es desacelerado por iones H+ intracelulares. (Radu, et al, 

2009 y Verhoefen, et al, 2010).  

2.4.3 FOTOCICLO Y PROPIEDADES DE LA CHANELRODOPSINA-2 (CHR2) 

 

La mayoría de las channelrhodopsinas descritas a la fecha poseen una 

conductancia y una selectividad catiónica baja (Musti, Bamberg y Hegemann, 

2002, Ollig, Hegeman y Bamberg, 2003 y Zhang, et al, 2006) pero las corrientes 

fotónicas pueden ser ampliamente mejoradas con estrategias de ingeniería 

molecular (Adamantidis, et al, 2007). En este sentido, el grupo de Boyden (2005), 

inició esta optimización mediante la introducción de codones humanos. Posterior a 

estos trabajos, varios grupos se han enfocado en desarrollar y diversificar las 

channelrhodopsinas utilizando técnicas de ingeniería mutacional (Gradinaru, et al, 

2010). 

 

John Y. Lin resume las características más importantes de las ChR, las cuales se 

describen a continuación: 

 

1.- Conductancia: La conductancia estimada de la ChR2 está por debajo de 1pS, 

que es menor a la conductancia de los canales membranales comunes. (Lin, 

2010). 



 

2.- Selectividad iónica: Todas las channelrhodopsinas son permeables a cationes, 

con una preferencia por Ca2+, Na+, K+ y H+ (en ese orden) y tienen un potencial 

de reversión cercano a 0 mV a pH fisiológico. (Lin, 2010). 

 

3.- Sensibilidad a la luz: Las ChRs varían en la sensibilidad a la luz, existen 

mutaciones que aumentan esta variable, pero generalmente tienen impacto 

negativo en las cinéticas del canal. (Lin, 2010). 

 

4.- Tráfico membranal y expresión. La baja expresión y/o agregados intracelulares 

de las ChRs reducen la eficiencia de la despolarización membranal. La 

sobreexpresión de estas proteínas exógenas puede producir toxicidad y/o efectos 

adversos en las propiedades membranales. (Lin, 2010). 

 

Estas propiedades cinéticas de la Channelrhodopsina determinan las 

características de su fotociclo. Desde 1996 se ha observado que las corrientes de 

ChR2 decaen biexponencialmente (Holland, et al, 1996), hecho que sólo puede 

ser explicado formulando un modelo de su fotociclo que consta de 4 estados.  

 

Para la Channelrhodopsina 2, este fotociclo se compone de 2 estados cerrados 

(C1 y C2) y dos estados abiertos (O1 y O2) los cuales representan la adaptación 

tanto a la obscuridad (C1-O1) como a la luz (O2-C2) (Radu, et al, 2009). El primer 

fotointermediario se detecta inmediatamente posterior a la excitación por luz (P1) 

tiene un tiempo de reacción (rise time) de 50 ns. P1 decae con una constante de 

tiempo de 4 μs al siguiente intermediario (P2). Las alteraciones conformacionales 

en este estado no se asocian con la conducción iónica si no que definen la 

formación del poro. El pico de absorción máximo de P2 es blue-shifted (λmax=390 

nm) y la base de Schiff se encuentra desprotonada. El tercer intermediario P3 

tiene un máximo de absorción a 520 nm que aumenta con una constante temporal 

de 150 μs y decae a 10 ms. Sus cinéticas se asocian con la apertura y cerrado del 

canal respectivamente. El estado P3 representa el estado conductivo de ChR2. P4 



tiene el mismo máximo de absorción que el estado inicial y su decaimiento está 

asociado con la desensibilización del canal. Los cambios estructurales en este 

estado correlacionan con el estado cerrado/inactivado (o desensibilizado) que 

sucede al cerrado del canal (Verhoefen, et al, 2010). 

 

Dentro del fotociclo existen características especiales del canal que delimitan y 

especifican las cinéticas de respuesta, estas se resumen en la siguiente lista 

(Radu, et al, 2009): 

 

 Los cambios conformacionales de la proteína son censados por el Ácido 

Aspártico156 en la hélice D. 

 El cambio en los enlaces de hidrógeno del Asp115 en la hélice D se debe a 

una transferencia de protones con D156 como donador protónico. 

 Con esto la proteína lleva a cabo cambios conformacionales que 

inevitablemente perturban el pKa de residuos específicos. 

 El flujo iónico induce cambios en el estado de protonación y los puentes de 

hidrógeno de los Ácidos Aspártico y Glutámico.  

 La mutación C128T altera la vida media del intermediario P3 conductivo, 

haciendo que se retrase. 

 La iluminación continua en el espectro azul genera un estado 

fotoestacionario del intermediario de larga vida media P4 con menores 

contribuciones de P3. 

 El estado desensibilizado se asocia con grandes distorsiones del esqueleto 

proteico. 

2.4.4 EJEMPLOS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD DE CIRCUÍTOS NEURONALES A 

TRAVÉS DE LA ACTIVACIÓN OPTOGENÉTICA DE INTERNEURONAS 

 

Posterior a la demostración de la capacidad de las opsinas para controlar 

fielmente la actividad de las neuronas, se observó un aumento sustancial del 

número de trabajos que utilizan la optogenética. Dentro de estos, muchos se han 

enfocado en el papel que juegan las interneuronas en la generación de dinámicas 



sincronizadas en distintas estructuras cerebrales. En este apartado, se 

ejemplifican algunos de ellos y la relevancia de estos estudios para la validación 

del presente proyecto. 

 

En 2009, Jessica Cardín y colaboradores demostraron que es posible inducir 

distintos estados de activación en una red mediante la activación in vivo de 

interneuronas a diferentes frecuencias. Basados en la premisa de que las redes de 

interneuronas “fast spiking” (FS) producen potenciales postsinápticos inhibitorios 

sincrónicos en neuronas excitatorias, y utilizando la expresión de la 

channelrhodopsina ChR2 en estas células, probaron que la activación de las 

interneuronas FS en un circuito in vivo es suficiente para la inducción de 

oscilaciones gamma cuando se les activa a altas frecuencias (Cardín, et al, 2009). 

La expresión de ChR2fue restringida a interneuronas parvalbumino-positivas (PV+) 

mediante la transfección viral utilizando un vector adenoviral con un marco de 

lectura invertido “double-floxed” (AV DIO ChR2-mCherry) con actividad CRE 

dependiente, mediante el uso de ratones transgénicos con estas propiedades. En 

este trabajo, la expresión cubrió una distancia anteroposterior de 1,740 μm, 

resultando en un marcado robusto de interneuronas PV+ a lo largo de las capas 

corticales (Cardín, et al, 2009). Ya que utilizaremos una metodología similar, es 

sustancial la consideración de que la eficiencia de transfección varía a lo largo de 

la distancia a partir del sitio de inyección (en el radio del núcleo de inyección >97% 

de las interneuronas expresan el vector) (Deisseroth, 2010). Al realizarse los 

registros intracelulares in vivo de las células de los ratones PV-Cre, se encontró 

que un pulso de luz de 1ms es suficiente para evocar potenciales de acción 

postsinápticos “rápidos” confirmando la inhibición sináptica directa de las células 

piramidales por las interneuronas FS activadas por luz. De igual manera, para 

fines de este proyecto la observación de que ambos, el tiempo entre descargas y 

la variabilidad de la duración de las descargas de los potenciales de acción 

evocados, decrecen al incrementar la potencia, refleja la consistencia de este tipo 

de inhibición. Más aún, se observó que la activación de las interneuronas FS 

bloquea la inducción de respuestas en las células piramidales vecinas. 



Reafirmando la hipótesis de que es posible, mediante el uso de esta técnica, el 

modificar el comportamiento de redes corticales completas (Tukker, 2007 y 

Cardín, et al, 2009).  

 

En el mismo año, el grupo de Sohal corroboró los resultados publicados por 

Cardín, et al; utilizando la halorhodopsina (eNpHR) o la Channelrhodopsina-2 

(ChR2) expresadas en interneuronas parvalbumino positivas (definidas como FS) 

en la corteza de animales transgénicos que expresan la Cre recombinasa. Se 

analizó el efecto de la activación y la inhibición de este subtipo interneuronal en la 

generación de las oscilaciones Gamma en un modelo in vivo. (Sohal, et al, 2009). 

Al inducir la inhibición de las interneuronas FS (que expresan eNpHR y se inhiben 

con luz amarilla) se observó una reducción de la potencia de gamma de 

aproximadamente un 20%, por el contrario al activar este subtipo interneuronal se 

aumentó considerablemente el poder en el rango gamma (~35%). (Sohal, et al, 

2009). Utilizando trenes variables (0-500Hz) modulados por ciclos de 25 ms 

(40Hz; gamma) o de 125-ms (8Hz; theta) se encontró que ambas modulaciones 

incrementan la coherencia de los disparos en sus ventanas respectivas, es decir la 

modulación gamma incrementa la coherencia de la trasmisión de las tasas de 

disparo en relación con los estímulos proporcionados en la ventana temporal de 

gamma y la modulación en theta incrementa la coherencia en escalas temporales 

correspondientes a los ciclos theta. Estos resultados fueron similares en neuronas 

piramidales de la capa V/VI tanto frontales como prefrontales, sugiriendo cierta 

homogeneidad en los procesos que regulan los ritmos en distintas cortezas. 

Importantemente, esta respuesta rítmica es cierta exclusivamente para trenes de 

luz en patrones de estimulación modulados en la frecuencia theta o gamma y no 

para estimulaciones arrítmicas, sugiriendo una sinergia funcional entre las 

interneuronas PV-FS y las oscilaciones gamma. 

 

La optogenética ha mostrado ser una de las herramientas más versátiles para el 

control neuronal al mostrar resultados en prácticamente cualquier estructura 

donde se analice su efecto. Por ejemplo, en 2010 el grupo de Bardy decidió 



estudiar el efecto inhibitorio de interneuronas “nuevas” -es decir que se 

incorporaron al circuito neuronal del bulbo olfatorio en diferentes etapas post 

natales-. Se utilizaron, al igual que en los experimentos previos, transfecciones 

con vectores virales que expresan la Channelrhodopsina-2, pero en este caso bajo 

el promotor de la Sinapsina en la corriente migratoria rostral. De esta manera 

obtuvieron una población de neuronas sensibles a la luz generadas durante la 

adultez -desde 3 días post inyección hasta 5 meses posteriores a la inyección-. Se 

encontró que estas células recién incorporadas, al ser activadas con la luz azul, 

inhiben sus blancos postsinápticos, sugiriendo que las neuronas “nuevas” se 

incorporan rápidamente a la red (3 días post inyección) asumiendo sus papeles 

regulatorios sobre las células mitrales poco tiempo después (1 semana post 

inyección). Utilizando registros a diferentes tiempos se estableció la temporalidad 

de la funcionalidad de las células recién incorporadas al sistema, la transmisión 

sináptica funcional más temprana se encontró el día 13 post inyección, 

encontrándose una mayoría de conexiones sinápticas funcionales con las células 

mitrales entre la cuarta y sexta semana postinyección. Asimismo, se encontró una 

gran diversidad de blancos de las interneuronas “nuevas” (59 mitrales, 17 de 

penacho, 18 granulares, 15 juxtaglomerulares y 9 células de axón corto) que 

fueron moduladas por la activación optogenética de las interneuronas ChR2 

positivas (Bardy, et al, 2010). Esto demuestra la gran diversidad de análisis que 

pueden realizarse utilizando el marcado y activación con la técnica “optogenética”. 

Estudios posteriores se han enfocado al bulbo olfatorio utilizando una comparación 

de análisis que van desde farmacología, estimulación eléctrica, imágenes con 

calcio y optogenética, reiterando las ventajas que esta técnica confiere en el 

análisis de las respuestas de los circuitos a la activación específica y sincrónica de 

las interneuronas y su efecto en procesos como la olfacción. (Bundschuh, et al, 

2012, Huang, et al, 2012 y Lepousez y Lledo, 2013). 

 

Múltiples artículos han surgido a partir de estos trabajos pioneros, muchos de ellos 

estudiando las propiedades de respuesta de las interneuronas, por ejemplo el 

grupo de Bell en 2011 encontró utilizando optogenética, whole cell patch clamp e 



imagenología por tinción sensible a voltaje, que los potenciales excitatorios 

postsinápticos nicotínicos en las interneuronas en CA1 son mediados por los 

receptores nicotínicos que contienen las subunidades α4 y β2 (Bell, et al, 2011). 

Más aún, el control inhibitorio de distintas estructuras puede dar respuesta a varias 

interrogantes fisiológicas, uno de los ejemplos más claros de esto es el trabajo de 

Tsubota y colaboradores. Estos demostraron que la manipulación optogenética de 

la actividad en las células de Purkinje en la úvula cerebelar controla la presión 

sanguínea (la activación de las células de Purkinje decrece la presión sanguínea y 

su inhibición la aumenta). Este trabajo reitera las ventajas del uso de la 

optogenética para realizar manipulaciones fieles y específicas en distintos 

sistemas neuronales. Urban y colaboradores, en el mismo año, demostraron que 

la fotoestimulación de las interneuronas parvalbumino positivas resulta en una 

contracción efectiva de las arteriolas penetrantes (Urban, et al, 2011).. Este 

resultado soporta la hipótesis de un sistema nervioso complejo que controla el flujo 

sanguíneo cerebral. 

 

Los análisis de los efectos de la actividad neuronal sobre la generación de 

conductas complejas también se han visto beneficiados del uso de técnicas 

optogenéticas. De esta forma, algunos estudios han mostrado que la activación de 

las interneuronas parvalbumino positivas (mediante la activación de ChR2) en la 

corteza prefrontal de ratones transgénicos que expresan la Cre recombinasa 

reduce el desempeño en una tarea de discriminación temporal (Rossi, et al, 2012). 

Estos autores recalcan las ventajas de utilizar optogenética comparando lesiones 

citotoxicas en la corteza prefrontal y en el hipocampo dorsal, el uso de agonistas 

GABAérgicos como lo es el muscimol y la técnica de optogenética en la obtención 

de los mecanismos que subyacen el desempeño en la tarea de “delayed 

alternation”. Las conductas que se pueden analizar van desde las más simples, 

como el comportamiento quimiotáctico de C. elegans (Kocabas, et al, 2012), -

estudio en el cual se demuestra que la activación optogenética de un solo par 

interneuronal es suficiente para forzar al animal a localizar, dirigirse y seguir 

gradientes de luz virtuales-, hasta comportamientos complejos como la valencia y 



la motivación (Nieh, et al, 2013, Lenz y Lobo, 2013, Kvitsiani, et al, 2013), la 

locomoción en mamíferos (Hägglund, et al, 2013 y Dougherty, et al, 2013), la 

modulación de las vías visuales (Pfeffer, et al, 2013) y auditivas (Nelson, et al, 

2013), la integración multisensorial (Olcese, Iurilli y Medini, 2013, Moore y Wehr, 

2013 y Lee, et al, 2013), las respuestas al miedo (Courtin, et al, 2014) y el 

aprendizaje (Creed, Ntamati y Tan, 2013). 

 

Más allá de la importancia de encontrar los circuitos que subyacen la actividad 

normal del cerebro, reside la importancia de hacer una relación entre esta 

actividad y la que se encuentra alterada en condiciones patológicas (Tiesinga, 

2012) como la adicción a drogas (Witten, et al, 2010 y Dilgen, et al, 2012) o 

desórdenes neurológicos como la esquizofrenia (Peled, 2011 y Wang y Carlén 

2012) y la epilepsia (Peng, et al, 2013 y Berglind, et al, 2014), para los cuales, la 

optogenética ha comenzado a esclarecer mecanismos básicos y corroborar 

algunos de los estudios previamente realizados utilizando técnicas menos 

específicas como la farmacología o las lesiones físicas o químicas, demostrando 

nuevamente ser una técnica novedosa pero confiable para el estudio de las 

dinámicas neuronales en cualquier estructura cerebral y en particular para el 

estudio del papel de las interneuronas en estas dinámicas. 

 

 
 

  



3. JUSTIFICACIÓN 

 

Los ritmos del hipocampo se han asociado a múltiples actividades desde la 

locomoción exploratoria hasta la memoria (Ylinen, et al, 1995, Mehta, Lee y 

Wilson, 2002, Jones y Wilson, 2005 y Kesner, Hunsaker y Gilbert, 2005). Durante 

la generación de estos ritmos, las neuronas en la red entorhino-hipocampal 

disparan en una manera extremadamente organizada. Alteraciones en estos 

ritmos correlacionan con múltiples desórdenes cuya característica principal es la 

interrupción del establecimiento de relaciones temporales precisas entre las 

respuestas neuronales que son relevantes para la memoria, la percepción y la 

conciencia (Buzsáki, et al, 1994, Debanne, Thompson y Gahwiler, 2006 y Uhlhaas 

y Singer, 2010). En particular, las interneuronas GABAérgicas del hipocampo 

juegan un papel sustancial en la generación y mantenimiento de estos ritmos, ya 

que estas neuronas modulan la actividad de las neuronas piramidales y proveen 

un marco de referencia espacio-temporal para la sincronización de las estructuras 

descritas en el “circuito trisináptico de Amaral” (Cobb, et al, 1995, Acsády, Görcs y 

Freund, 1996, Wang y Buzsáki, 1996, Chapman y Lacaille, 1999, Benchenane, et 

al, 2010 y Krook-Magnuson, et al, 2012). Anormalidades en las redes generadoras 

de ritmos de las interneuronas GABAérgicas se han correlacionado con 

oscilaciones disfuncionales que resultan en alteraciones que caracterizan múltiples 

desórdenes (Corfas, Roy y Buxbam, 2004, Hahn, et al, 2006, Silberberg, et al, 

2006, Fisahn, et al, 2009, Fung, et al, 2010, Lawrence, et al, 2010 y Verret, et al, 

2012). A pesar de la importancia de los ritmos neuronales, poco se conoce de los 

mecanismos que los regulan y los generan. Gracias al desarrollo de nuevas 

herramientas en los campos de la electrofisiología y la farmacología se ha podido 

empezar a estudiar el papel de tipos celulares específicos en la generación de 

estos ritmos. Entre estas herramientas se encuentra la neuregulina, la cual regula 

la excitabilidad de las interneuronas GABAérgicas preferencialmente, como 

resultado de la expresión de su receptor ErbB4 en estos tipos neuronales 

(Buonanno y Fischbach, 2001, Li, et al, 2007, Woo, et al, 2007, Wen, et al, 2010, 

Ting, et al, 2011, Leiva-Salcedo y Buonanno, 2012 y Li, et al, 2012). Por otra parte, 



la optogenética también es una herramienta que permite controlar la actividad de 

las neuronas, excitando o inhibiendo los sistemas neuronales, rápida, eficaz y 

específicamente (Spudich, 1998, Banghart, et al, 2004, Zhang, Zhang,et al, 2006 y 

LaLumiere, 2010). Esta herramienta puede ser enfocada a subpoblaciones de 

neuronas en un tejido heterogéneo, como lo es el caso de las interneuronas 

GABAérgicas en el hipocampo, representando una estrategia óptima para el 

estudio del papel de estas neuronas en la generación de ritmos oscilatorios 

(Boyden, et al, 2005, Tukker, 2007 y Chow, Han y Dobry, 2010).Debido a lo 

anterior, nos proponemos estudiar el papel que tienen las interneuronas del 

hipocampo sobre la modulación de la actividad hipocampal a través de la 

activación tanto farmacológicamente como mediante optogenética. 

  



4. HIPÓTESIS 

 

La actividad espontánea del hipocampo será modulada mediante la activación de 

interneuronas por estimulación optogenética en preparaciones in vitro de animales 

que expresan Channelrhodopsina-2 en interneuronas. 

 

5. OBJETIVOS 

 

Comparar el efecto de la estimulación de las interneuronas GABAérgicas con 

neuregulina y con estimulación optogenética sobre la actividad eléctrica 

espontánea poblacional del hipocampo. 

 

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

Caracterizar el efecto de la neuregulina sobre la actividad espontánea poblacional 

y la generación de ritmos en el hipocampo. 

 

Caracterizar el efecto de la estimulación optogenética de interneuronas 

GABAérgicas sobre la actividad espontánea poblacional y generación de ritmos 

theta en el hipocampo. 

  



6. SUJETOS, MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

6.1 MODELO EXPERIMENTAL 

 

Para evaluar el efecto de la neuregulina sobre la actividad espontánea del 

hipocampo y la generación de ritmos theta se utilizaron ratones transgénicos 

(CRE/GAD65), neonatos de 21 días de edad, obtenidos del Bioterio del Instituto de 

Neurobiología de la UNAM. También se usaron ratones silvestres. Los animales 

se mantuvieron en un ciclo luz/obscuridad de 12 horas, con alimentación ad 

libitum. Todas las manipulaciones experimentales se llevaron a cabo siguiendo las 

disposiciones del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiología. 

 

Para evaluar el efecto de la estimulación óptica sobre la actividad espontánea del 

hipocampo y la generación de los ritmos theta se utilizaron ratones transgénicos 

(CRE/GAD65) que expresan la recombinasa CRE con el control del promotor 

específico para interneuronas GABAérgicas (la Decarboxilasa del ácido glutámico 

65; GAD65). (ANEXO 2; Taniguchi, et al, 2011)  

 

A manera de control, se utilizaron ratones neonatos de 8 días de edad (con un 

peso promedio de 4.2±0.5 gramos), a los que se les realizó una microinyección 

con Lentivirus que inducen la expresión GFP, así como PBS como vector salino 

para control. Una vez establecidas las condiciones experimentales para la 

expresión de GFP a través de microinyección de un vector viral, se llevó a cabo la 

microinyección del vector que contiene la secuencia para la opsina microbial ChR2 

flanqueada por secuencias LoXp como se describe más adelante (ANEXO 2; 

Deisseroth, 2010). La estimulación fótica se llevó a cabo 15 días posteriores a la 

inyección de los vectores mencionados (21 días de edad). Los experimentos 

farmacológicos con la aplicación de la neuregulina se hicieron en animales de la 

misma edad.  

 

  



6.2 CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA Y MICROINYECCIÓN 

 

Para la microinyección, los animales fueron anestesiados por frio (1 minuto por 

gramo de peso) y fueron colocados en el aparato estereotáxico. Utilizando como 

referencia la fisura de Bregma se trepanó sobre el punto establecido y se hizo 

descender la cánula de inyección a través del cerebro. Las coordenadas de 

inyección fueron las siguientes: Bregmaanteroposterior -2.09; Bregmamedio-lateral 1.27; 

Bregmadorso-ventral -1.59. Una vez que la cánula se posicionó en el hipocampo se 

realizó la microinyección de 0.5 μL de solución salina a los controles y 0.5 μL de 

solución con el vector viral (concentración de 5x10^11 GC/ml) a los animales 

experimentales de manera bilateral a una velocidad de 0.2 µl/min, permitiendo la 

difusión por 2 minutos adicionales.  

 

6.3 EXTRACCIÓN DE HIPOCAMPO COMPLETO 

 

Para la extracción del hipocampo, los animales fueron sacrificados por 

decapitación sin anestesia, y el cerebro fue extraído y disecado en frío, siguiendo 

las disposiciones del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiología. Esta 

estructura fue colocada en líquido cefalorraquídeo artificial (LCRA) que se 

mantuvo frío (4°C) y burbujeada con gas carbógeno (95% O2 y 5% CO2) mientras 

se realizó la extracción del hipocampo. Posteriormente se extrajo el hipocampo y 

se trasladó a una cámara con LCRA que contiene: 119mM NaCL, 30mM glucosa, 

25mM NaHCO3, 3mM KCl, 1mM MgCl2 y 1.5mM CaCl2. El pH (7.4) y la 

oxigenación se mantuvo constante por gaseo con carbógeno.  

 

6.4 OBTENCIÓN DE REBANADAS DE HIPOCAMPO 

 

Para obtener las rebanadas transversales de 400 µm de espesor los animales 

fueron decapitados y los cerebros removidos y puestos en Líquido 

Cefalorraquídeo Artificial (LCRA) frío que contiene: 119mM NaCl, 3mM KCl, 1.5 



mM CaCl2, 1mM MgCl2, 25mM NaHCO3 y 30mM D-glucosa, pH 7.4 y burbujeado 

con carbógeno. Un solo hemisferio fue montado en un bloque de agar a 30° de 

inclinación y las rebanadas obtenidas de la formación hipocampal fueron cortadas 

en un vibratomo. Antes de comenzar el experimento, las rebanadas se dejaron 

reposar oxigenadas durante una hora a temperatura ambiente. 

6.5 REGISTROS ELECTROFISIOLÓGICOS 

 

6.5.1 REGISTROS ELECTROFISIOLÓGICOS DE CAMPO. 

 

Para el registro electrofisiológico de campo, el hipocampo completo o la rebanada 

de cerebro fueron transferidos a una cámara de registro perfundida con LCRA, en 

constante oxigenación con carbógeno y mantenida a 30-32°C. Los registros 

electrofisiológicos se obtuvieron con electrodos de borosilicato con una resistencia 

de 0.5-1 MΩ llenos con LCRA. Los electrodos fueron colocados a la altura de la 

región CA1 con ayuda de un microscopio estereoscópico y un micromanipulador. 

Se registró por lo menos 30 minutos la condición control de la actividad 

espontánea poblacional, para posteriormente aplicar a la solución de perfusión, la 

neuregulina, (1, 3 y 10 nM) o la estimulación fótica en cada uno de los casos. En el 

caso de la estimulación con luz, ésta se aplicó en trenes de 5 a 50 Hz (Tabla 

6.5.1) para reclutar interneuronas con distintas propiedades intrínsecas (Cardín, et 

al, 2009). La señal electrofisiológica obtenida del registro de campo fue 

amplificada, filtrada (10-3000 Hz), digitalizada a 3 kHz y almacenada en una 

computadora para su análisis fuera de línea.  

 

Frecuencia 
(Hz) 

Período 
(ms) 

Voltaje Tasa 
del 

tren 

Duración de los 
trenes (ms) 

Duración 
(ms) 

5 200 30 0.31 2000 10 

10 100 30 0.31 1000 10 

20 50 30 0.31 500 10 

30 33 30 0.31 250 10 

50 20 30 0.31 180 10 

Tabla 6.5.1. Características de los pulsos emitidos para la estimulación fótica. 



6.6 GENOTIPIFICACIÓN DE ANIMALES TRANSGÉNICOS 

 

Para la Genotipificación de los animales transgénicos para GAD65-Cre, se 

utilizaron los oligonucleótidos descritos por Hiroki Taniguchi (Taniguchi, et al, 

2011), los cuales se presentan en la siguiente tabla. 

 

 Oligo # Longitud Dirección de amplificación Secuencia 

 9981 20 Silvestre de avance CTT CTT CCG CAT GGT CAT CT 

 9982 20 Común (Reverso) CAC CCC ACT GGT TTT GAT TT 

 9983 24 Mutante de avance AAA GCA ATA GCA TCA CAA ATT TCA 

 

6.6.1 LISIS DEL TEJIDO Y EXTRACCIÓN DE ADN 

 

Para realizar la lisis del tejido, se cortó un pedazo de la oreja de los ratones 

adultos de aproximadamente 1mm de diámetro.  

El pedazo de tejido se colocó en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se adicionaron 

400μl de buffer de lisis (que contiene: 2ml de NaCl a 200mM, 1ml de SDS al 0.2%, 

5 ml y se añadieron 20μl de pK (20 mg/ml)). Se incubaron a 80°C a 1400rpm por 

toda la noche. 

Se mezclaron 200μl de muestra lisada con 200μl de isopropanol 1:1 y se agitó por 

inversión. A lo largo de este proceso se observó la formación de una nube blanca 

que corresponde al material genético que se utilizó para la reacción de PCR. 

Se centrifugó a 10, 000 rpm durante 10 minutos. 

Se descartó el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con EtOH al 70% (500μl), 

se centrifugó a 10,000 rpm durante 6 minutos y se tiró el sobrenadante. 

Se resuspendió la pastilla en 50-100μl de agua inyectable, dependiendo del 

tamaño de la misma. 

Se calentó a 42°C durante 10 minutos. 

 

 

 



6.6.2 REACCION DE PCR 

 

Se colocaron 1.5 μl de DNA de cada una de las muestras en el Master Mix de 

PCR (que contiene: 3μl de buffer, 0.75 μl de dNTPs, 2.25 μl de H2O libre de 

RNAsas, 4.5 μl de primer 9981, 9 μl de primer 9982, 4.5μl de primer 9983, 3.75μl 

de MgCl2, 0.75μl de Taq polimerasa) y se colocaron en el Termociclador utilizando 

el programa LHX5 que se muestra en la siguiente tabla: 

 

Tapa precalentada  105.0°C 

Precalentar la tapa antes del programa: Encendido  

Pausa antes del programa: Apagado  

Desnaturalización inicial 04m 00s 94.0°C 

Arranque en caliente Deshabilitado  

Número de ciclos 30  

Seg Max °C/s 00m 30s 94.0°C 

Seg Max °C/s 01m 00s 65.0 °C 

Seg Max °C/s 01m 00s 72.0 °C 

Extensión final 10m 00s 72.0 °C 

Mantenimiento final 4.0 °C  

 

6.6.3 GEL DE AGAROSA AL 1.6% 

 

Se preparó un gel de agarosa (que contiene: 0.48gr de Agarosa y 30ml de TBE) 

donde se cargaron 5 μl de la escalera molecular de 100 Kb y 3 μl de colorante con 

10 μl de PCR para cada prueba. Se corrió el gel a 80V durante 20 minutos.  

 

6.7 PROTOCOLO DE APLICACIÓN DE LA NRG1 A PREPARACIONES IN 

VITRO. 

 

Para evaluar el efecto de la aplicación de la NRG1 sobre la actividad poblacional 

en el hipocampo mediante el registro de preparaciones in vitro obtenidas de los 

animales transgénicos y silvestres se utilizaron animales de 21 días a los cuales 

se les extrajo tanto el hipocampo completo como rebanadas de hipocampo 



utilizando los métodos descritos anteriormente. Ambas preparaciones fueron 

sometidas al siguiente protocolo:  

 

1.- Registro de la actividad control de por lo menos 20 minutos. 

2.- La neuregulina se aplicó con un protocolo de dosis crecientes aditivas: 

Neuregulina 1nM durante 30 minutos. (Se agregaron 3μl de un stock a 10μM en 

una solución de perfusión de 30mL). 

3.- Neuregulina 3nM durante 30 minutos. (Se agregaron 6μl a la solución de 

perfusión previa) 

4.- Neuregulina 10nM durante 30 minutos. (Se agregaron 21μl a la solución de 

perfusión previa) 

5.- Siendo el efecto de la NRG1 claro, se procedió a lavar el efecto de la 

neuregulina 10nM por al menos 1 hora con la aplicación continua de LCRA libre de 

fármaco pre-oxigenado a aproximadamente 30°C. 

6.- Registro de la actividad en presencia de Cadmio 200 μM por 10 minutos para 

eliminar la transmisión sináptica. 

7.- Registro de la actividad en presencia de Lidocaína 1mM por 10 minutos para 

corroborar actividad biológica. 

8.- Registro colocado en el baño de registro sin contacto con la preparación por 1 

minuto. 

 

Para comprobar que el efecto de la NRG1 se debe a la activación de 

interneuronas, se realizaron experimentos utilizando bicuculina (antagonista de los 

receptores GABAA (Ueno, et al, 1997) siguiendo el siguiente protocolo: 

 

1.- Registro de la actividad control por lo menos 20 minutos. 

2.-Registro de la actividad en presencia de Bicuculina 10 μM durante una hora. 

(Se agregaron 15 μl de un stock a 200 μM en la solución de perfusión de 30mL) 

3.- Registro de la actividad en presencia de Neuregulina 3nM durante 30 minutos. 

(Se agregaron 9μl de un stock a 10μM en la solución de perfusión anterior) 



5.-Lavado del efecto de la bicuculina+neuregulina 10nM por al menos 1 hora en 

LCRA pre-oxigenado a aproximadamente 30°C. 

6.- Cadmio 200 μM por 10 minutos. 

7.- Lidocaína 1mM por 10 minutos. 

8.- Baño por 1 minuto. 

6.8 PROTOCOLO DE ESTIMULACIÓN CON LUZ 

 

Para evaluar el efecto de la estimulación con luz en la actividad poblacional en el 

hipocampo mediante el registro de los animales transgénicos que expresan la 

ChR2 en las interneuronas, se utilizaron animales de 21 días a los que se les 

extrajo tanto el hipocampo completo como rebanadas utilizando los métodos 

descritos anteriormente. Todas las preparaciones fueron sometidas al siguiente 

protocolo:  

 

1.- Actividad control de por lo menos 20 minutos. 

2.- La primera ronda de estimulación se dio utilizando 5 frecuencias de manera 

creciente (5, 10, 20, 30 y 50 Hz) con los parámetros descritos en la tabla 6.5.1 y la 

potencia del LED de aproximadamente 1.41 mW. 

3.-Se dejaron 5 minutos sin estimulación entre la primera estimulación y la 

segunda ronda de estimulación, en esta todos los parámetros se mantuvieron 

constantes, excepto la duración de los trenes la cual fue duplicada. (4000 ms para 

la frecuencia de 5 Hz, 2000 ms para la frecuencia de 10Hz, 1000 ms; 20 Hz, 500 

ms; 30 Hz y 360 ms para la frecuencia de 50 Hz). 

4.- Se agregaron 30 µL de CNQX y AP5 de un stock a 20µM en una solución de 

perfusión de 30mL y se registró durante 20 minutos. 

5.- Se repitió la primera ronda de estimulación a las diferentes frecuencias (5, 10, 

20, 30 y 50 Hz) con los parámetros descritos en la tabla 6.5.1. 

6.- Se dejaron 5 minutos sin estimulación entre la primera estimulación y la 

segunda ronda de estimulación, nuevamente con parámetros constantes y 

duración del tren duplicada como en 3. 



7.- Se colocaron 60 µL de Bicuculina de un stock a 10 µM en una solución de 

perfusión de 30mL y se registró la actividad durante 20 minutos. 

8.- Se volvió a estimular de acuerdo a lo descrito en 2, parámetros constantes con 

frecuencias crecientes (5, 10, 20, 30 y 50 Hz). 

 9.- Nuevamente se dejaron 5 minutos sin estimulación entre la primera 

estimulación y la segunda ronda de estimulación, de igual manera que lo descrito 

en 3 y 6, los parámetros descritos en la tabla 6.5.1 se mantuvieron constantes y se 

duplicó la duración de los trenes de estimulación. 

10.- Registro de la actividad en presencia de Lidocaína 1mM por 10 minutos. 

11.- Se repitió la ronda de estimulación con frecuencias crecientes (5, 10, 20, 30 y 

50 Hz) con los parámetros anteriormente descritos constantes. 

12.- Se registraron 5 minutos sin estimulación previo a la segunda ronda de 

estimulación en la cual los parámetros se mantuvieron constantes y la longitud de 

los trenes duplicada (4000 ms para la frecuencia de 5 Hz, 2000 ms para la 

frecuencia de 10Hz, 1000 ms; 20 Hz, 500 ms; 30 Hz y 360 ms para la frecuencia 

de 50 Hz). 

6.9 ANÁLISIS DE LOS ESPECTROS DE POTENCIA 

 

Posterior al registro, la señal amplificada, filtrada (10-3000 Hz), digitalizada a 3 

kHz y almacenada fue analizada utilizando el programa ClampFit 9.0 versión para 

Windows. 

 

Los registros fueron ajustados a la línea base y se tomaron ventanas de 20 

segundos para el cálculo de los espectros de potencia el cual se realizó utilizando 

una Transformada de Fourier por el método de Hamming debido a que esta 

ventana de análisis es más útil para los parámetros de frecuencia que se desea 

analizar. Esta ventana comúnmente se utiliza con el fin de evitar que las 

discontinuidades introducidas al analizar solo una fracción de la señal o al 

introducir muestras con valor de cero introduzcan componentes de alta frecuencia 

en el espectro, que son más bien un artificio de las discontinuidades introducidas y 

no de la señal. 



6.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

Los datos se encuentran representados como la media±EEM. Los análisis 

estadísticos fueron llevados a cabo utilizando el programa GraphPad Prism y 

corroborados en MiniTab. 

 

Los histogramas correspondientes se realizaron utilizando el programa estadístico 

GraphPad Prism. 

 

Para evaluar las diferencias entre las muestras se aplicó primeramente el análisis 

de la normalidad de la distribución Kolmógorov-Smirnov. Debido a que algunos de 

los datos no pasaron la prueba de normalidad, se compararon los grupos 

utilizando una prueba no paramétrica, haciendo uso del análisis estadístico por el 

método de Kruskall-Wallis con una prueba Post-Hoc de Múltiples comparaciones 

de Dunn. 

  



7. RESULTADOS 

 

7.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS COORDENADAS DE MICROINYECCIÓN 

 

Para el establecimiento de las coordenadas de inyección en el hipocampo dorsal, 

se utilizaron 21 ratones neonatos de 8 días de nacidos de la cepa CD1, machos, 

con un peso promedio de 4.2 0.5 gramos. Se establecieron las coordenadas: AP: 

-2.09; ML: 1.27, a partir de Bregma y DV: -1.59 a partir del cráneo, utilizando el 

atlas de Paxinos y Watson como referencia y realizando los cálculos necesarios 

para extrapolarlo a ratones neonatos (Paxinos y Franklin, 2001). Una vez 

establecidas las coordenadas, se inyectaron 19 ratones (machos, promedio de 

peso: 3.8±0.5 gramos) con estas coordenadas variando la cantidad de tinta 

inyectada (azul de pontamina) y la velocidad de perfusión (2.0 µL durante 1, 2 o 4 

minutos, 1.0 µL durante 1, 2 o 4 minutos y 0.5 µL durante 1, 2 o 4 minutos). Para 

los animales inyectados con 2 μL, se encontró un exceso de tinta en las 

estructuras marcadas para las tres velocidades (datos no mostrados; velocidades 

de 2µL/min, 1µL/min y 0.5 µL/min), el hecho de inyectar 2 µL de tinta, sin importar 

la velocidad a la cual se inyectó, resultó en un exceso de tinta en la estructura 

hipocampal, y en estructuras circundantes. 

 

Aquellos animales inyectados con 1μL y la velocidad más alta (durante 1 min, es 

decir a una velocidad de 1 µL/min vs 0.5µL/min o 0.25 µL/min), se encontró de 

igual manera, un exceso de las estructuras marcadas (datos no mostrados). 

Nuevamente la marca de azul de pontamina se encontró exagerada en el 

hipocampo y marcó estructuras a los alrededores. La inyección con 0.5 μL y 2.5 

minutos de tiempo de inyección (velocidad de 0.2µL/min) se consideró la condición 

más adecuada, debido a que esta cantidad fue suficiente para marcar la estructura 

hipocampal (Figura 7.1.1). Además, con estas condiciones no se observa exceso 

de marcaje. Todas las microinyecciones posteriores se realizaron a una velocidad 

de 0.2 µL/min. 

 



 

 

Figura 7.1.1 Microinyección en el hipocampo dorsal. 

Se muestra un corte sagital de hipocampo de un ratón CD1 microinyectado con 0.5 µL de azul de pontamina 

en las coordenadas AP: - 2.09; ML: 1.27 y DV: - 1.59 a partir de Bregma a una velocidad de 0.2 µL/min y 3 

días posterior a la microinyección. Se observan los principales campos de la estructura hipocampal, CA1, CA3 

y el giro dentado (DG) marcados con la tinta. La barra de escala representa 200 µm. 

 

Posterior a la determinación de las coordenadas de inyección, al volumen y al 

tiempo de la misma, se inyectaron 11 ratones CD1 y 9 animales transgénicos 

(machos, neonatos, 8 días) con solución salina de PBS libre de RNAsas y 

proteasas. Así, se obtuvieron rebanadas de hipocampo de estos animales 15 días 

después con el fin de realizar registros electrofisiológicos y evaluar si la inyección 

de solución salina afecta la actividad espontánea de las rebanadas del hipocampo. 

Se inyectaron, además, 10 animales transgénicos con lentivirus que contienen una 

secuencia de ADN que permite la expresión de la GFP (Moriyoshi, et al, 1996), 

proporcionado por la unidad de proteogenómica del INB. Estas inyecciones se 

realizaron en 3 cantidades diferentes (0.5, 1 y 2 μL a una velocidad de 0.2μL/min) 

con 2 propósitos: 

 

 Confirmar la inyección y transfección en la estructura deseada. 

 Realizar registros de rebanadas e hipocampos de estos animales para 

realizar pruebas de estimulación óptica como control.  

  



 

 
Figura 7.1.2 Transfección viral de proteína verde fluorescente (GFP) 

Se observa el hipocampo de dos animales transgénicos microinyectados en las coordenadasAP: -2.09; ML: 
±1.27 y DV: -1.59 a partir de Bregma con 1µL de vector viral que expresa la proteína verde fluorescente 
(GFP), procesado 15 días posteriores a la microinyección. En la micrografía de la izquierda se muestra la 
estructura hipocampal a 4 aumentos en campo claro, se observan los principales campos del hipocampo CA1, 
CA3 y el giro dentado (DG), la micrografía del centro muestra un aumento de 10x nuevamente en campo 
claro, se observa en este acercamiento el área CA1 y en la micrografía de la derecha se muestra la misma 
imagen que en el centro, pero en campo obscuro, se pueden observar los elementos celulares que expresan 
la proteína verde fluorescente (GFP).La barra de escala representa 50 µm. 

 

  



7.2 GENOTIPIFICACIÓN DE LOS RATONES TRANSGÉNICOS 

 

Como preparativo para la expresión dependiente de CRE-recombinasa de la ChR2 

en interneuronas, se genotipificaron ratones transgénicos homocigotos de la 

tercera generación que portan, en todos los casos, la secuencia GAD2-ires-Cre. 

Algunos de los resultados de la genotipificacion se muestran en el gel de Agarosa 

de la Figura 7.2. Como se puede observar, la genotipificacion indica que todos los 

progenitores son homocigotos para GAD2-ires-Cre utilizando los oligonucléotidos 

que se describen en “Materiales y métodos”. 

 

 

 

 

Figura 7.2. Genotipificacion de los ratones transgénicos. 
Se muestra un gel de agarosa con la escalera molecular de 100 pares de bases (pb, carril izquierdo) y los 
productos de la reacción de PCR para las muestras de tejido de transgénicos de la segunda generación. Se 
observa el alelo mutante (portador de Cre) de 352pb de tamaño y el alelo normal (250 pb) para cada una de 
las muestras. En la parte inferior se indican sus progenitores y en la parte superior, el sexo de los sujetos 
experimentales. Las crías de esta generación se utilizaron para todos los experimentos que se llevaron a 
cabo. 

 

  



7.3 REGISTROS ELECTROFISIOLÓGICOS DE CAMPO 

7.3.1 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD CONTROL A LO LARGO DEL TIEMPO 

 

Antes de evaluar el efecto de la Neuregulina y la estimulación óptica sobre la 

actividad poblacional en el hipocampo, se realizaron controles de tiempo para 

evaluar la estabilidad de la actividad eléctrica hipocampal en nuestras condiciones 

de registro y a los mismos tiempos requeridos para los grupos experimentales. 

Para este análisis se evaluaron ventanas de actividad de 1 minuto a los minutos 

30, 60, 90 y 120 minutos que corresponden con los momentos de aplicación de las 

distintas concentraciones de Neuregulina. Los resultados muestran que la 

actividad hipocampal se caracteriza por tener 7.8 0.4 µV de amplitud, 5.4 0.4 Hz 

de frecuencia pico y 2.6 0.7 nV2 de potencia. En cuanto a la potencia de la 

actividad hipocampal, no se observaron diferencias significativas en la integración 

de la misma entre 3 y 60 Hz a lo largo del tiempo en nuestras condiciones de 

registro (Fig. 7.3.1). En condiciones control las características de la actividad 

hipocampal se describen en la Tabla 7.3.1. (n=6) 

 

Tiempo Amplitud Frecuencia Potencia 

30 min 8.1 0.4 µV 5.4 0.4 Hz 2.4 1.0 nV2 

60 min 7.9 0.3 µV 5.3 0.5 Hz 2.6 0.6 nV2 

90 min 7.7 0.3 µV 5.5 0.4 Hz 2.6 0.8 nV2 

120 min 7.6 0.2 µV 5.5 0.5 Hz 2.6 0.7 nV2 

  



 

Figura 7.3.1.La actividad espontánea del hipocampo se mantiene estable por al menos 2 horas. 
a) Registros representativos de la actividad espontánea poblacional de la región CA1 del hipocampo en 

condiciones control y durante dos horas continuas de registro, así como en presencia de Lidocaína 1 mM 
b) Espectros de potencia de la actividad representada en a). El inserto muestra la cuantificación de la 

potencia de la actividad hipocampal (30 min: 2.4 1.0 nV
2
; 60 min: 2.6 0.6 nV

2
; 90 min: 2.6 0.8 nV

2
 y 

120 min: 2.6 0.7 nV
2
)que muestra que no hay cambios en la magnitud de la actividad hipocampal a lo 

largo del tiempo y que dicha actividad es sensible a la aplicación de lidocaína en la solución de registro. 
 

* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 
ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 

 

Esta actividad reportada, representa la actividad espontánea “desorganizada” de 

las rebanadas de hipocampo extraídas, por lo que se observan en algunos de los 

registros picos de actividad en diferentes frecuencias. Ya que extrajimos las 

rebanadas de su ambiente “natural” esta actividad difiere de la observada en 

registros in vivo, en los cuales se observa una organización y sincronización 

neuronal a distintas tareas. Sin embargo, el espectro de potencia mostrado en b) 

nos indica que no existen cambios significativos de la actividad a lo largo del 

tiempo registrado. Para uniformizar la información encontrada en estos registros, 

se realiza un promedio de las potencias obtenidas desde los 3 hasta los 60Hz 

(área bajo la curva), información que se resume en la cuantificación mostrada en 

el inserto. Es importante hacer hincapié en que esta actividad es mayoritariamente 

azarosa y que todos los registros difieren considerablemente en su forma, pero no 

en la potencia “total”. Parámetro que es un mejor indicativo de la actividad 

neuronal en este protocolo experimental.   



7.3.2 EFECTO DE LA MICROINYECCIÓN VIRAL SOBRE LA ACTIVIDAD HIPOCAMPAL 

 

Como control para estudiar el efecto de la estimulación óptica sobre la actividad 

poblacional en el hipocampo se utilizaron ratones transgénicos (TRG) 

transfectados mediante la microinyección de vectores virales (o su vehículo) en el 

área CA1 de la estructura hipocampal. Para poder realizar una comparación entre 

la actividad producida por la estimulación fótica se analizaron las potencias de la 

actividad de animales microinyectados con PBS (TRGPBS) o con lentivirus que 

contienen el gen que codifica para la GFP (TRGGFP) como vectores y los 

animales microinyectados con AAV que contiene el gen que codifica para la ChR2 

(TRGChR2). No se encontraron diferencias significativas entre grupos. (Fig. 7.3.2) 

(p<0.05) (TRG: 3.1 1.0 nV2; TRGPBS: 3.1 1.0nV2; TRGGFP: 3.2 1.0nV2; 

TRGChR2: 3.0 0.5nV2).  

Al igual que en el apartado anterior -y en los que se presentan posteriormente-  la 

actividad registrada presenta una variabilidad considerable en la forma de su 

espectro de potencia, (esto puede ser debido a múltiples factores que incluyen 

desde la manipulación de los sujetos experimentales hasta la preparación del 

líquido cefalorraquídeo artificial) sin embargo, el parámetro que más nos interesa 

estudiar -que es la potencia de la actividad generalizada- no presenta diferencias 

significativas en los controles presentados en la figura 7.3.2.  

  



 

Figura 7.3.2 La microinyección en el hipocampo no afecta la actividad espontánea in vitro 

a) Registros representativos de la actividad espontánea poblacional de la región CA1 del hipocampo en 
condiciones control de las distintas microinyecciones realizadas 15 días previos al registro. Se observa 
que no hay diferencia entre la actividad de los ratones intactos, inyectados con solución salina (PBS), 
transfectados con virus que expresa GFP y aquellos transfectados con el virus que expresa ChR2. 

b) Espectros de potencia de la actividad representada en a). El inserto muestra la cuantificación de la 
potencia de la actividad hipocampal de 3 a 60 Hz que muestra que no hay cambios en la magnitud de 
dicha actividad entre los animales experimentales sujetos a las distintas microinyecciones. 

 
ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 

  



7.3.3 EFECTO DE LA NRG1 SOBRE LA ACTIVIDAD HIPOCAMPAL IN VITRO 

 

Para estudiar el efecto de la NRG1 sobre la actividad poblacional del hipocampo, 

se aplicó ésta a distintas concentraciones en el baño de registro (ver “Materiales y 

Métodos”). Al aplicar NRG1 1 nM se observó una reducción del 42.0±3.5% de la 

potencia de la actividad hipocampal (control: 3.8±2.5 nV2, NRG1 1nM: 2.3±1.6 

nV2). La mayor inhibición de la actividad hipocampal se observó al colocar la 

concentración de 3 nM de la NRG1 (reducción del 73.0±2.8% de la potencia 

comparado con el control), sin diferencias significativas entre esta concentración y 

la concentración de 10 nM (3nM: 1.2±0.7 nV2, 10nM: 0.9±0.6 nV2). (n=6; p<0.05) 

Este efecto puede ser revertido al lavar el fármaco ya que se regresa a los niveles 

basales de actividad hipocampal después de 30 minutos de aplicación de LCRA 

pre oxigenado (control: 3.8±0.4nV2, Lavado: 3.2±0.4 nV2). Como en todos los 

experimentos descritos hasta el momento, al final del experimento se corroboró 

que el efecto fuera resultado de cambios en la actividad neuronal mediante el uso 

de lidocaína. Se observa que hay diferencias significativas entre la actividad 

control, la aplicación del fármaco NRG1 y la aplicación de la Lidocaína 1 mM 

posterior al lavado del tejido. (Figura 7.3.3) (p<0.05). 

Estos cambios significativos se observan tanto en la potencia de la actividad (7.3.3 

b) como en la forma del espectrograma (7.3.3 c). Sin embargo, como ya se 

mencionó ampliamente, la distribución de las frecuencias no es un parámetro que 

analizamos ya que esta depende directamente de la actividad de grupos 

neuronales, que en este protocolo experimental es desorganizada. Nuevamente al 

cuantificar la actividad en toda la banda de frecuencias analizada (3-60 Hz) 

encontramos las diferencias que se discuten posteriormente. En la figura 7.3.3 c) 

se observa la distribución de la potencia “total” en distintas condiciones 

experimentales, podemos notar una clara diferencia en el comportamiento de esta 

distribución resultado de una activación “tónica” de las interneuronas, sin embargo 

los mecanismos específicos que  originan cambios en la actividad “espontánea” -y 

por consiguiente en el espectrograma- no pueden ser descritos a detalle utilizando 

una técnica farmacológica sobre actividad desorganizada, razón por la cual el 



análisis de las distribuciones de frecuencias lo restringimos al protocolo 

optogenético, donde sí se pueden hacer inferencias respecto al comportamiento 

de una actividad que deja de ser “desorganizada” para seguir patrones específicos 

de actividad dirigidos por la activación de las interneuronas en frecuencias 

determinadas por nosotros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.3.3. La Neuregulina 1 (NRG1) reduce la actividad poblacional en el hipocampo in vitro 

a) Registros representativos de la actividad espontánea poblacional de la región CA1 del hipocampo en las 
diferentes condiciones experimentales. Se observa la diferencia en la actividad entre el control y la 
aplicación de NRG1 (1, 3 y 10 nM), la recuperación de la actividad al lavar con LCRA preoxígenado, sin 
fármaco y en la presencia de lidocaína a 1mM. 

b) Espectros de potencia de la actividad representada en a). El inserto muestra la cuantificación de la 
potencia de la actividad hipocampal de 30-60 Hz. Se observa una reducción significativa en la potencia de 
la señal medida en nanovoltios. El efecto es reversible, ya que al lavar la NRG1 con LCRA se recupera la 
actividad (no hay diferencias significativas entre los espectros control y lavado). Se corrobora que se trata 
de actividad biológica con la aplicación de lidocaína, donde se reduce la actividad en más del 50%. 

c) Espectrograma del registro de campo de un experimento representativo donde se muestran las distintas 
condiciones experimentales en ventanas de 1 segundo, cada concentración se obtiene de la adición de 
NRG1 a la solución de perfusión anterior. Se observa una reducción en la potencia y constancia de las 
bandas de frecuencias. 

* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05).  



7.3.4 PAPEL DE LA TRANSMISIÓN GABAÉRGICA EN LOS EFECTOS DE LA NRG1 

 

Para determinar si el efecto de la neuregulina involucra la activación de 

interneuronas, se realizó un protocolo bloqueando la transmisión GABAérgica con 

bicuculina 10 µM, un antagonista de los receptores GABAA (Ueno, et al, 1997). No 

se encontraron diferencias entre los espectros de potencia de la condición control 

y la aplicación del fármaco posterior a la aplicación de la bicuculina, demostrando 

que el efecto de la NRG1 es dependiente de la transmisión GABAérgica. (n=6). 

(Control: 9.6±1.9 nV2; Bicuculina: 11.6±2.0 nV2; NRG3nM: 9.1±1.8 nV2;). 

 
Figura 7.3.4 El efecto de la NRG1depende de la transmisión GABAérgica 

 
a) Registros representativos de la actividad espontánea poblacional de la región CA1 del hipocampo en 

condiciones control y el efecto de la NRG1 posterior a la aplicación del antagonista GABAérgico 
bicuculina. Se observa que no hay diferencia entre la actividad control y la aplicación de la NRG1 
posterior a la aplicación de bicuculina sugiriendo que el efecto de la NRG1 depende de la inhibición 
mediada por GABA. 

 
b) Espectros de potencia de la actividad representada en a). El inserto muestra la cuantificación de la 

potencia de la actividad hipocampal de 3 a 60 Hz que muestra una reducción significativa en la potencia 
de la señal medida en nanovoltios. Se corrobora que se trata de actividad biológica con la aplicación de 
lidocaína 1mM, donde se reduce la actividad en más del 50%. 

* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 
ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea  



7.3.5 EFECTO DE LA NRG1SOBRE LA FRECUENCIA PICO DE LA ACTIVIDAD 

POBLACIONAL EN EL HIPOCAMPO 

 

Además de la potencia de la actividad poblacional, se decidió observar el 

efecto de la aplicación del fármaco sobre la “frecuencia pico”, esto es, sobre la 

frecuencia más alta observada en el espectro de potencia. No se encontraron 

diferencias significativas en la magnitud (control: 48.4±0.4 nV2, NRG1 10nM: 

22.3±0.6 nV2) ni en la potencia de la frecuencia pico (control: 10.6±0.3Hz, 

NRG1 10nM:13.1±0.6Hz) para ninguna de las condiciones experimentales. 

(n=6; p<0.05). 

 

 
 

Figura 7.3.5 La NRG1 no tiene efecto sobre la frecuencia pico en el hipocampo in vitro 
 

a) Cuantificación de la Frecuencia pico de la actividad espontánea del hipocampo durante la condición 
control y posterior a la aplicación de NRG1 en concentraciones crecientes (1nM, 3 nM y 10nM). No se 
encontraron diferencias significativas en la frecuencia pico de ninguna de las condiciones. 
 

b) Cuantificación de la potencia de las frecuencias pico de la actividad espontánea del hipocampo durante la 
condición control y posterior a la aplicación de NRG1 en concentraciones crecientes (1nM, 3nM y 10nM). 
No se encontraron diferencias significativas en la potencia de las frecuencias pico de cada condición 
experimental. 

 
ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 

  



7.3.6 EFECTO DE LA NRG1 EN LA GENERACIÓN DE RITMOS THETA 

 

Para estudiar el efecto de la NRG1 sobre la generación de ritmos theta se siguió el 

protocolo descrito en la sección de “materiales y métodos”. Se encontraron 

diferencias significativas entre los espectros de potencia de los controles y 

aquellos tomados al colocar el fármaco (reducción del 17.0±1.9% de la potencia; 

control: 171.1±25.0 nV2, 1nM: 142.1±18.0 nV2), siendo evidente a partir de los 

primeros minutos de la aplicación de la concentración más baja (1nM). El mayor 

efecto se observó al colocar la concentración de 10nM de la NRG1 (reducción del 

66.0±2.4% de la potencia comparado con el control), sin diferencias significativas 

entre esta concentración y la concentración de 3nM (3nM: 86.4±13.0 nV2, 10nM: 

57.1±9.4 nV2) (n=6; p<0.05). Este efecto puede ser revertido al lavar el fármaco en 

las rebanadas, sin embargo en el caso de la generación de ritmo theta, la 

recuperación es menos evidente, siendo la potencia menor incluso en 

comparación con la aplicación de 1nM de NRG1 (control: 171.1±25.0nV2, Lavado: 

114.5±5.0 nV2). Se observa que hay diferencias significativas entre la actividad 

control, la aplicación del fármaco NRG1 y la aplicación de la Lidocaína posterior al 

lavado del tejido. (Figura 7.3.6) (n=6; p<0.05). 

A diferencia de los experimentos anteriores, la generación del ritmo theta requiere 

de la estructura  hipocampal completa, la cual genera estas oscilaciones de 

manera espontánea. Al comparar los espectros de potencia de estos registros 

electrofisiológicos, pues, se observa la predominancia de frecuencias bajas, que 

corresponden a las oscilaciones lentas en las cuales se encuentra armonizado el 

hipocampo. Esta actividad observada, en contraste con la obtenida de los registros 

en rebanadas, no es “desorganizada”, ya que para el mantenimiento de este ritmo 

se requiere de una interacción neuronal muy precisa, lo que resulta en un espectro 

de potencia de forma característica para todos los experimentos realizados. Sin 

embargo ya que la estrategia utilizada para estos experimentos fue la 

farmacológica, un análisis de la distribución de frecuencias no provee información 

sobresaliente sobre el cambio en el estado del sistema. Se puede notar una 

evidente desaparición del ritmo posterior a la aplicación de la NRG1, el cual se 



recupera deficientemente posterior al lavado del fármaco debido a las complejas 

interacciones que se requieren para generarlo. Al cuantificar la “actividad total” –a 

lo largo de todas las bandas de frecuencia- podemos observar disminuciones en la 

actividad similares a las presentadas sobre la actividad desorganizada de las 

rebanadas de hipocampo. Estos resultados reiteran la necesidad de una 

herramienta de activación interneuronal mucho más precisa que en lugar de abolir 

el ritmo theta nos permita modularlo para analizar sus dinámicas. 

 

 

 

Figura 7.3.7. La NRG1 inhibe la generación de los ritmos theta en el hipocampo in vitro 

a) Registros de la actividad espontánea en las diferentes condiciones experimentales. Se observa la 
diferencia en la actividad entre el control y la aplicación de la NRG1, la desaparición del ritmo theta y la 
pérdida de la actividad al colocar lidocaína. 

 
b) Espectros de potencia de la actividad representada en a). Cuantificación de la potencia de la actividad 

hipocampal de 3 a 60 Hz. Se observa una reducción significativa en la potencia de la señal medida en 
nanovoltios. El efecto es reversible, ya que al lavar la NRG1 con LCRA se recupera la actividad (no hay 
diferencias significativas entre los espectros control y lavado). Se corrobora que se trata de actividad 
biológica con la aplicación de lidocaína, donde se reduce la actividad en más del 50%. 

 
* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 

  



7.3.7 EFECTO DE LA NRG1SOBRE LA FRECUENCIA PICO DURANTE LA 

GENERACIÓN DE RITMOS 

 

Además de la generación de ritmos, se decidió observar el efecto de la 

aplicación del fármaco sobre la “frecuencia pico” durante la actividad rítmica, 

esto es, sobre la frecuencia más alta observada en el registro. A diferencia de 

la actividad poblacional, en la generación de ritmos se encontraron diferencias 

significativas en la potencia de la frecuencia pico (control: 237.5±0.4 nV2, 

NRG1 3nM: 69.6±0.4 nV2, NRG1 10nM: 48.1±0.6 nV2) pero no en la magnitud 

(control: 4.4±0.9 Hz, NRG1 3nM: 4.9±0.7Hz, NRG1 10nM: 5.8±0.7 Hz) para las 

concentraciones 3nM y 10nM. (n=6; p<0.05). 

 

 
Figura 7.3.7 La NRG1 disminuye la potencia de la frecuencia pico durante la generación de ritmos en el 

hipocampo in vitro 
 

a) Cuantificación de la Frecuencia pico de la actividad en theta in vitro durante la condición control y 
posterior a la aplicación de NRG1 en dosis crecientes (1nM, 3nM y 10nM). No se encontraron diferencias 
significativas en la frecuencia pico de ninguna de las condiciones. 
 

b) Cuantificación de la potencia de las frecuencias pico de la actividad theta in vitro durante la condición 
control y posterior a la aplicación de NRG1 en concentraciones crecientes (1nM, 3nM y 10nM). Se 
observa una clara reducción en la potencia de la frecuencia pico para las concentraciones de 3 y 10 nM. 

 
* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 

ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 
 

 



7.3.8 EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN CON LUZ 

 

Para determinar si el efecto de la estimulación es exclusivo de los animales que 

expresan la ChR2 y no se trata de un artefacto del protocolo de estimulación per 

se, se realizaron controles de estimulación de animales microinyectados con PBS 

y animales transfectados con virus que inducen la expresión de la GFP (ver 

“Materiales y Métodos”). No se encontraron diferencias entre los espectros de 

potencia de la condición control y la estimulación con luz azul en los animales 

inyectados con PBS y con el virus que contiene el gen que codifica para la GFP. 

(PBS n=8; GFP n=6). (PBS Control: 19.1±6.0 nV2; Estimulación: 19.1±4.0 nV2; 

Lidocaína: 6.1±1.7 nV2;); (GFP Control: 31.1±5.0 nV2; Estimulación: 31.6±8.0 nV2; 

Lidocaína: 9.3±2.1 nV2;) sugiriendo que el procedimiento experimental seguido 

para realizar las estimulaciones no resulta en cambios en la actividad del 

hipocampo, y que los resultados mostrados posteriormente son debido al efecto 

que se genera al activar las interneuronas que expresan la Channelrhodopsina-2. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.3.8 La estimulación con luz no afecta la actividad espontánea del hipocampo in vitro en 

animales transfectados con virus que expresa la proteína verde fluorescente 
 

a) Registro representativo de la actividad espontánea poblacional de la región CA1 del hipocampo en 
condiciones control y durante la estimulación con luz azul a una frecuencia de 5 Hz. El trazo superior 
representa la señal amplificada, el trazo de en medio representa los pulsos de luz y el trazo inferior 
representa la señal rectificada e integrada. 
 

b) Espectro de potencia de la actividad espontánea del hipocampo en un animal transfectado con virus que 
expresa la proteína verde fluorescente GFP en condiciones control y las distintas frecuencias de 
estimulación. El inserto muestra la cuantificación de la potencia de la actividad de campo local de 3 a 60 
Hz donde se observa que no hay diferencias significativas entre la amplitud de los espectros de potencia 
entre las condiciones control y las condiciones de estimulación para ninguna de las microinyecciones. 
 

c) Espectrogramas del registro de campo donde se muestran las bandas de frecuencia y sus potencias 

durante la actividad control y la estimulación a 5Hz. Se observa que no hay diferencias entre la actividad 

control y la actividad durante la estimulación. 

 
* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 

ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 



7.3.9 ACTIVACIÓN OPTOGENETICA 

Para determinar el efecto de la estimulación en animales que expresan la ChR2, 

se analizaron los registros realizados a rebanadas de hipocampo de animales 

transgénicos de tres semanas de edad al ser estimulados con luz azul. Se 

encontró que los animales transfectados mostraron una respuesta ante la 

estimulación a distintas frecuencias (5, 10, 20, 30 y 50 Hz). Se encontró un 

aumento significativo de la potencia de la actividad hipocampal durante la 

estimulación optogenética para la condición control, dejando de ser significativa 

cuando se colocan los antagonistas Glutamatérgicos CNQX y AP5 y el antagonista 

GABAérgico bicuculina (n=12). (ChR2 Control: 20.3±4.0nV2; Estimulación: 

92.9±5.0nV2; Interestimulaciones: 53.1±5.0 nV2) (Fig. 7.3.9). Debido a la 

variabilidad existente, se normalizaron los datos utilizando el control como 

referencia. Se encontraron diferencias significativas en los períodos de 

estimulación optogenética de los controles del 272.0±18.2% (n=12) para el período 

de estimulación y del 254.0±26.7% para el período interestimulaciones de los 

animales que expresan la ChR2. Para los animales control (PBS y GFP) no se 

encontraron diferencias significativas (PBS estimulación: 97.0±28.7%; PBS 

interestimulaciones: 98.3±21.1%; n=8; GFP estimulación: 110.0±33.4% GFP 

interestimulaciones: 119.9±45.8%; n=6.). 

Es interesante notar que tanto para los períodos de estimulación optogenética 

como para los períodos interestimulaciones, encontramos en el espectro de 

potencia picos de actividad en las frecuencias de estimulación utilizadas (5, 10, 20, 

30 y 50 Hz) estos picos representan la frecuencia a la que se “engancha” el 

sistema como resultado de la activación de las interneuronas utilizando un patrón 

de estimulación específico, importantemente esta potencia es mucho mayor 

durante la estimulación que en los períodos entre estimulaciones, lo cual hace 

sentido considerando que es el momento en el que se está presentando la 

activación interneuronal y que esta potencia decae conforme el sistema regresa al 

equilibrio homeostático representado por la actividad “desorganizada” que se 

observa en los períodos posteriores a las estimulaciones (20 minutos). 



 
 
 

Figura 7.3.9 La activación optogenética de las interneuronas que expresan ChR2 resulta en un 
aumento de la actividad de campo local durante y después de las estimulaciones. 

 
a) Registro representativo de la actividad espontánea poblacional de la región CA1 del hipocampo en 

condiciones control y la estimulación con luz a 5Hz de frecuencia donde se observa un aumento en la 
actividad durante la estimulación con luz azul (recuadro azul).El trazo superior representa la señal 
amplificada, el trazo de en medio representa los pulsos de luz y el trazo inferior representa la señal 
rectificada e integrada 
 

b) Espectro de potencia de la actividad representada en a) en un animal transfectado con virus que expresa 
la ChR2 en condiciones control y las frecuencias de estimulación de 5 y 50 Hz. El inserto muestra la 
cuantificación de la potencia de la actividad de campo local de 3 a 60 Hz donde se observan diferencias 
significativas de la amplitud de los espectros de potencia entre la actividad control y la estimulación para 
los animales transfectados con ChR2 pero no para los animales microinyectados con GFP y PBS. 
 

c) Espectrogramas del registro de campo donde se muestran las bandas de frecuencia y sus potencias en la 

actividad control y durante la estimulación a 5 HZ. Se observan diferencias significativas entre las 

frecuencias del espectrograma durante la actividad control y la modulación en frecuencias bajas para la 

estimulación con luz a 5 Hz de frecuencia. 

 
* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 

ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea.  



7.3.10 PAPEL DE LA TRANSMISIÓN SINAPTICA EN LOS EFECTOS DE LA 

ESTIMULACIÓN OPTOGENÉTICA SOBRE LA ACTIVIDAD DE CAMPO ESPONTÁNEA 

Para demostrar que el efecto de la estimulación no era debido a un artefacto 

producto del protocolo de estimulación, se aplicaron al baño los antagonistas 

glutamatérgicos CNQX y AP5 (Blake, Brown, y Collingridge, 1988), se repitió el 

protocolo de estimulación (ver “Materiales y Métodos”). Posteriormente se colocó 

el antagonista GABAérgico bicuculina (Ueno, et al, 1997), se repitió el protocolo de 

estimulación y finalmente se colocó Lidocaína y se repitió el mismo protocolo de 

estimulación con luz. Se encontró que la respuesta ante la estimulación 

optogenética a distintas frecuencias (5, 10, 20, 30 y 50 Hz) es clara antes del 

tratamiento farmacológico y que esta respuesta se reduce al colocar los 

antagonistas glutamatérgicos. Asimismo, se ve completamente abolida al colocar 

bicuculina y lidocaína, lo que demuestra que no se trata de un artefacto de la 

estimulación si no una respuesta del sistema producido por la activación de la 

ChR2 (n=12). (ChR2 Control: 25.3±3.0 nV2; Estimulación: 57.7±1.5 nV2; 

Interestimulaciones: 31.4±8.0 nV2) (Fig. 7.3.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.3.10. La respuesta a la estimulación optogenética es dependiente de la transmisión sináptica 
a) Cuantificación de la potencia de la actividad hipocampal de 3 a 60 Hz donde se observan diferencias 

significativas en la amplitud de los espectros de potencia entre la actividad control y la estimulación, pero 
sin diferencias significativas durante la presencia de los antagonistas glutamatérgicos y GABAérgicos. 

* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 
ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 



7.3.11 ANALISIS DEL EFECTO DE LA ACTIVACIÓN OPTOGENÉTICA POR 

FRECUENCIA DE ESTIMULACIÓN 

Una de las principales limitaciones en el estudio del papel de las interneuronas en 

la generación de ritmos utilizando la NRG1 es que, resultado de esta, se da una 

inhibición generalizada de la actividad de campo local. La estimulación con luz a 

distintas frecuencias, por el contrario, permite sincronizar una red neuronal a 

diferentes frecuencias. Debido a esto, analizamos las estimulaciones 

optogenéticas en sus distintas frecuencias con el objetivo de ver si alguna 

frecuencia induce una mayor respuesta del sistema y si es posible que el sistema 

responda acorde a la frecuencia de estimulación. Se encontró que las 

estimulaciones de baja frecuencia (5Hz) tienden a inducir mayores incrementos en 

la potencia comparadas con el control. (n=12) (Fig. 7.3.11 y tabla 7.3.11) 

 

Figura 7.3.11 Las frecuencias bajas inducen una mayor respuesta en la actividad 
hipocampal 

 
a) Cuantificación de la potencia de la actividad hipocampal de 3 a 60 Hz donde se observa que la 

estimulación a bajas frecuencias induce una respuesta mayor sobre la actividad de campo local en 
comparación con la actividad control y la estimulación con frecuencias altas. 

 
* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 

ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 

 

Control 5Hz 10Hz 20Hz 30Hz 50Hz 

26.0±2.0 
nV

2
 

63.0±1.6 
nV

2
 

55.0±1.1 
nV

2
 

42.0±1.0 
nV

2
 

35.0±5.0 
nV

2
 

39.0±10.0 
nV

2
 

 
Tabla 7.3.11 Análisis por frecuencias.-  

Media y desviación estándar de los datos para la estimulación a las distintas frecuencias. 



7.3.12 EFECTO DE LA ESTIMULACION SOBRE LA FRECUENCIA PICO DE LA 

ACTIVIDAD ESPONTÁNEA HIPOCAMPAL 

Además de la potencia de la actividad poblacional, se decidió observar el 

efecto de la estimulación a distintas frecuencias sobre la “frecuencia pico”. Esto 

es, sobre la frecuencia más alta observada en el registro. Se encontró que las 

frecuencias bajas (5 Hz) disminuyen considerablemente la frecuencia pico 

(control: 12.1±1.9 Hz; 5Hz: 5.1±0.4 Hz) (n=12; p<0.05). Interesantemente se 

observó que la única frecuencia que modulaba la frecuencia pico alrededor del 

valor de estimulación fue la frecuencia de 5 Hz. (5Hz: 5.1±0.4Hz). Por otro lado 

se corroboró que estas frecuencias bajas (5Hz) aumentan significativamente la 

potencia, en este caso de la frecuencia pico (Control: 11.9±2.8nV2; 5Hz: 

347.4±9.2nV2). (Fig. 7.3.12). 

 
 

Figura 7.3.12 Las frecuencias bajas tienen un mayor efecto sobre la frecuencia pico de la actividad 
espontánea hipocampal 

a) Gráfica de la Frecuencia pico durante las estimulaciones a distintas frecuencias. Las frecuencias bajas (5 
Hz) tienen una reducción significativa de la frecuencia pico, y modulan la actividad del sistema alrededor 
de los 5Hz en ambos casos. 
 

b) Gráfica de la potencia de las frecuencias pico. En concordancia con la frecuencia pico, las frecuencias 
bajas (5 Hz) muestran un aumento significativo de la potencia de la frecuencia pico. 

 
* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 

ns denota la ausencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos enmarcados por la línea. 



7.3.13 EFECTO DEL AGONISTA GABAÉRGICO MUSCIMOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE 

CAMPO ESPONTÁNEA DE ANIMALES DE 21 DÍAS DE EDAD. 

 

Se ha reportado previamente que en animales de 2 a 3 semanas de edad 

GABA es capaz de despolarizar sus blancos sinápticos debido al contenido de 

canales NKCC1 en las células piramidales (Banke y McBain, 2006, Howard, 

Burger y Rubel, 2007 y Khirug, et al, 2008), por lo cual a esta edad la 

activación de interneuronas GABAérgicas resulta en una activación de las 

células principales. Este fenómeno se ve revertido posterior a los 21 días 

postnatales a partir de los cuales GABA hiperpolariza sus células blanco 

(Howard, Burger y Rubel, 2007 y Khirug, et al, 2008), resultando en la 

inhibición ampliamente descrita en la literatura (Alger y Nicoll, 1979, Hefft y 

Jonas, 2005). Debido a la observación de que la activación optogenética de las 

interneuronas GABAérgicas aumentaba la potencia de la actividad de campo 

local, decidimos explorar la posibilidad de que este resultado se debiera a la 

edad de nuestros animales experimentales -3 semanas-. Para esto se diseñó 

una batería de experimentos en los cuales se colocó el agonista GABAérgico 

muscimol (Guidotti y Costa, 1976 y Snodgrass, 1978). La aplicación de 

muscimol redujo significativamente la potencia de la actividad control, 

demostrando que la activación de los receptores GABAérgicos (GABA-A) 

resulta en una inhibición de las células piramidales que los expresan, reflejado 

en la reducción de la potencia de la actividad espontánea hipocampal. (n=6) 

(Control: 35.8±7.0 nV2; Muscimol: 8.4±2.0 nV2; Lidocaína: 8.1±2.0 nV2;). (Fig. 

7.3.13). Esto sugiere que los resultados con la estimulación optogenética son 

respuestas del sistema a una inhibición mediada por la activación de las 

interneuronas GABAérgicas, y no una despolarización GABAérgica que es 

común en animales de 1 o dos semanas de nacidos. (Banke y McBain, 2006, 

Howard, Burger y Rubel, 2007 y Khirug, et al, 2008). 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7.3.13 El agonista GABAérgico muscimol tiene un efecto inhibitorio en animales de 21 días de 
edad 

a) Cuantificación de la potencia de la actividad hipocampal de 3 a 60 Hz de registros realizados utilizando el 
Agonista GABAérgico muscimol, se observa que al ser aplicado, este reduce significativamente la 
actividad espontánea del hipocampo lo que sugiere que a los 21 días de edad, la activación de los 
receptores GABAérgicos resulta en una respuesta inhibitoria. 
 

* denota una diferencia significativa con respecto a la actividad control (p<0.05). 

  



8. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

8.1 OPTOGENÉTICA VS FARMACOLOGÍA. VENTAJAS Y DESVENTAJAS 

DEL USO DE AMBAS TÉCNICAS. 

La formación hipocampal tiene una red altamente distribuida de conexiones 

intrínsecas (Amaral, 1978). El estudio de esta región y la forma en la que fluye la 

información en esta estructura es sustancial para el entendimiento de los procesos 

cognitivos que dependen del hipocampo (Tamanaki y Nojyo, 1990 y Nakazawa, et 

al, 2002). Ya desde 1978 se había definido el modelo conocido como “circuito 

trisináptico de Amaral” en el cual se describe la ruta de activación del hipocampo 

que resultará en la activación de toda la estructura hipocampal por las cuatro 

rutas, que relacionan los distintos campos del hipocampo, en sucesión (Amaral, 

1978). Si bien se conoce mucho acerca de la organización anatómica de sus 

conexiones intrínsecas (Blackstad, 1956, Andersen, et al, 1968, Amaral, 1978, 

Kohler, 1988, Ishizuka, Weber y Amaral, 1990, Amaral, Dolorfo y Alvarez-

Royo,1991, Cenquizca y Swanson, 2006), se sabe poco de las dinámicas que 

gobiernan la generación de ritmos específicos en el hipocampo (Bains, Longacher 

y Staley, 1999, Buzsáki, 2002, Jones y Wilson, 2005 y Benchenane, et al, 2010) y 

de las propiedades intrínsecas y sinápticas de sus componentes neuronales (Fox, 

1989, Chapman y Lacaille, 1999, Ben-Ari y Gho 1998, Bell, et al, 2011). Más aún, 

existe información limitada sobre la relación entre los elementos celulares del 

hipocampo en términos de cómo interactúan para la generación de las dinámicas 

temporales ya descritas (Lacaille, et al, 1987, Bains, Longacher y Staley, 1999 y 

Fox y Kornblum, 2005). Con el objetivo de estudiar la importancia de la actividad 

interneuronal en el circuito hipocampal se estudiaron dos estrategias altamente 

específicas que nos permitieron activar las interneuronas en distintas 

preparaciones y analizar los efectos de esta activación. La primera estrategia fue 

una ampliamente explotada en las neurociencias: la estrategia farmacológica. 

 

Se tomó la decisión de utilizar el fármaco neuregulina para activar a neuronas 

GABAérgicas, ya que se había demostrado que la NRG1 endógena se encuentra 

ampliamente expresada en el cerebro en condiciones normales, varias 



subpoblaciones expresan el receptor para la misma (Lemke, 1996, Pinkas, et al, 

1996, Burden y Yarden, 1997, Chang, et al, 1997, Meyer, et al, 1997, Eilam, et al, 

1998, Corfas, Roy y Buxbaum, 2004 y Esper, Pankonin y Loeb, 2006) y la 

neuregulina permite la activación selectiva de interneuronas y la liberación del 

neurotransmisor inhibitorio GABA (Woo, et al, 2007, Chen, Zhang y Yin, 2010, 

Ting, et al, 2011 Janssen, Leiva-Salcedo y Buonanno, 2012 y Li, et al, 2012). 

Esta activación interneuronal resulta en la modulación indirecta de sus neuronas 

blanco (Xie, Raetzman y Siegel, 2004, Chen, Zhang y Yin, 2010 y Wen, et al, 

2010), sin efectos directos sobre la actividad de las neuronas piramidales, ya que 

estas no poseen el receptor ErbB4 (Yau, et al, 2003, Thompson, et al, 2007, 

Vullhorst, et al, 2009, Neddens y Buonanno, 2010 y Neddens, et al, 2011). Debido 

a lo anterior, se ha propuesto que la neuregulina provee una ventana de análisis 

del efecto de las interneuronas ErbB4 positivas sobre la actividad generalizada de 

la red hipocampal (Lemke, 1996, Buonanno y Fischbach, 2001, Esper, Pankonin y 

Loeb, 2006, Bjarnadottir, et al, 2007, Fisahn, et al, 2009, Buonanno, 2010 y Chen, 

Zhang y Yin, 2010).  

Similar a lo descrito por Woo y colaboradores, encontramos que la aplicación 

aguda de NRG1 en rebanadas de cerebro es suficiente para observar una 

respuesta significativa en la actividad de neuronas hipocampales (Woo, et al, 

2007). Para analizar si el efecto del fármaco es concentración dependiente, se 

realizó la aplicación aguda de tres concentraciones distintas de manera creciente 

(1, 3 y 10nM). En concordancia con lo reportado en la literatura, la concentración 

de 1 nM de NRG1 es capaz de inducir una reducción considerable de los 

espectros de potencia (Janssen,Leiva-Salcedo y Buonanno, 2012) de hasta el 

40% en los experimentos realizados por nosotros. La concentración máxima fue 

establecida en 10 nM de acuerdo a lo reportado previamente en rebanadas de 

cerebro de animales de 4 semanas, en donde la aplicación de la NRG1 reduce los 

intervalos interespigas e incrementa la frecuencia de disparo de las interneuronas 

a esta concentración (Li, et al, 2012). 



Así pues, se realizó la aplicación aguda de la Neuregulina 1 en concentraciones 

crecientes (1nM, 3nM y 10nM), se encontró que la aplicación de NRG1 3nM es 

suficiente para provocar una respuesta significativa, reduciendo el potencial de 

campo local hasta en un 70% (Fig. 7.3.4). Esto concuerda con lo reportado en la 

literatura donde se sugiere que la actividad de la Neuregulina es concentración 

dependiente, siendo las concentraciones de la misma altamente reguladas a lo 

largo del desarrollo como parte del proceso de formación de circuitos 

interneuronales (Chen, et al, 1994, Lemke, 1996, Burden y Yarden, 1997, Eilam, et 

al, 1998, Ozaki, Kishigami y Yano, 1998, Bernstein, et al, 2006, Esper, Pankonin y 

Loeb, 2006 y Ting, et al, 2011). La regulación de las concentraciones de NRG1 

endógena es sustancial tanto en el desarrollo como en la regulación de los 

circuitos hipocampales en estadios postnatales (Lemke, 1996, Burden y Yarden, 

1997, Eilam, et al, 1998, Bernstein, et al, 2006 y Meio y Xiong, 2008). La inhibición 

de la actividad hipocampal producida por la neuregulina es dependiente de la 

transmisión GABAérgica ya que, como mostramos en este trabajo, la aplicación 

del antagonista competitivo GABAérgico bicuculina suprimió el efecto inhibitorio de 

la NRG1 sobre los espectros de potencia (Fig. 7.3.5). Todo lo anterior sugiere que 

la presencia exógena de la Neuregulina induce la activación de las interneuronas 

GABAérgicas y la subsecuente inhibición en las neuronas piramidales (Wen,et al, 

2010). 

La estrategia farmacológica resulta en una inhibición “generalizada” de la actividad 

hipocampal, debido a que la presencia exógena de la NRG1 mantiene activas a un 

gran número de las interneuronas ErbB4 positivas (Hahn, et al, 2006, Li, et al, 

2007, Chen, Zhang y Yin, 2010, Wen, et al, 2010 y Janssen, Leiva-Salcedo y 

Buonanno, 2012). Se sabe que la generación de ritmos requiere de la 

sincronización de grupos interneuronales específicos en las distintas fases de la 

generación de los ciclos oscilatorios (Wang y Buzsáki, 1996, Chapman y Lacaille, 

1999, Cobb, et al, 1995, Packer y Yuste, 2011 y Courtin, et al, 2014), por lo que 

una activación simultanea de diferentes subtipos de interneuronas que 

normalmente disparan en distintas fases resulta en la desaparición de los ritmos 

hipocampales (Acsády Görcs y Freund, 1996, Freund, 2003, Jonas, et al, 2003, 



Klausber, et al, 2003, Heff y Jonas, 2005, Tukker, 2007 y Kvitsiani, et al, 2013). 

Esto explica que la activación con neuregulina de interneuronas positivas para PV, 

CCK y SOM, que disparan en distintas fases de las oscilaciones theta 

(Klausberger, 2009, Neddens y Buonnano, 2010, Krook-Magnuson, et al, 2012 y 

Peng, et al, 2013), resulte en la abolición de la capacidad del circuito hipocampal 

para generar oscilaciones.  

El ritmo theta es generado por un consorcio de mecanismos que incluyen 

elementos marcapasos, interacciones sinápticas en el circuito y propiedades 

intrínsecas de neuronas únicas (Fox, 1989, Kubie, Muller y Bostock, 1990, 

Kamondi, et al, 1997, Chapman y Lacaille, 1999, Buzsáki, 2002, Harris, et al, 

2002, Jones y Wilson, 2005 y Benchenane, et al, 2010). Todos estos elementos 

son dependientes y/o modificados por la actividad inhibitoria de interneuronas 

(Buckmaster y Schwartzkroin, 1995, Wang y Buzsáki, 1996, Freund, 2003, Heff y 

Jonas 2005 y Packer y Yuste 2011) por lo cual no fue una sorpresa el encontrar 

que una activación generalizada de todos los subtipos  de interneuronas que 

expresan el receptor ErbB4 (Ozaki, Kishigami y Yano, 1998, Yau, et al, 2003, 

Thompson, et al, 2007, Vullhorst, et al, 2009, Chen, Zhang y Yin, 2010, Neddens y 

Buonnano, 2010, Neddens, et al, 2011 y Janseen, Leiva-Salcedo y Buonanno, 

2012) resultara en una completa abolición de la generación del ritmo theta incluso 

en la concentración más baja de la aplicación del fármaco Neuregulina (1nM). Si 

bien algunos autores reportan que la NRG1 “modula” la generación de ciertas 

oscilaciones, como lo son las oscilaciones Gamma (Fisahn, et al, 2009), nosotros 

encontramos que la activación simultánea de una gran cantidad de interneuronas 

resulta en la pérdida de la generación de ritmos hipocampales. Esto concuerda 

con otros estudios donde se asocia una desregulación del sistema de señalización 

NRG1/ErbB con actividad oscilatoria deficiente (Bjarnadottir, et al, 2007), actividad 

sináptica alterada (Iyengar y Mott, 2008, Kwon, et al, 2008 y Chen, Zhang y Yin 

2010) y marcadores patológicos como la esquizofrenia (Corfas, Roy y Buxbaum, 

2004, Hahn, et al, 2006, Mei y Xiong, 2008 y Buonanno, 2010). 

 



Una de las principales complicaciones que se encuentran en el análisis de estos 

resultados es la gran diversidad de subtipos de interneuronas que se han descrito 

en el hipocampo (Acsády, Görcs y Freund, 1996, Freund y Buzsáki, 1996, Freund, 

2003, Jonas, et al, 2003, Krook-Magnuson, et al, 2011 y Krook-Magnuson, et al, 

2012 ) muchas de las cuales expresan el receptor ErbB4 (Yau, et al, 2003, 

Vullhorst, et al, 2009, Chen, Zhang y Yin, 2010, Neddens y Buonanno, 2010, Wen, 

et al, 2010, Neddens, et al, 2011, Ting, et al, 2011 y Janssen, Leiva-Salcedo y 

Buonanno, 2012), las cuales tienen efectos diversos en la actividad de las 

neuronas piramidales dependientes de su blanco postsináptico (p.e. dendritas, 

somas, cono axónico; Acsády, Görcs y Freund, 1996, Freund, 2003, Klausberger, 

2009 y Krook-Magnuson,et al, 2011). Aun cuando esto representa limitaciones 

obvias para el análisis de los resultados aquí presentados, no hay duda de que el 

requerimiento sustancial para la generación de las oscilaciones hipocampales es 

el disparo sincrónico y modulado de las interneuronas (Fox, 1989, Freund, 2003, 

Cardín, et al, 2009 y Sohal, et al, 2009), por lo que al sobreactivarlas durante 

tiempos largos obtendremos una inhibición del sistema que abole los ritmos 

hipocampales. Resultados similares se encuentran a lo largo de la literatura, por 

ejemplo, desde 1992, el grupo de Smythe describía la importancia de la regulación 

inhibitoria en la generación de ritmos hipocampales. En estos estudios, la 

inactivación reversible del septum medial abate por completo las oscilaciones 

theta en CA1, sin embargo la aplicación secuencial de carbacol y bicuculina, en 

estas condiciones, resulta en oscilaciones theta-like similares a las inducidas en el 

circuito hipocampal intacto únicamente con carbacol, (Smythe, Colom y Bland, 

1992). Este grupo demuestra que la inactivación del septum medial resulta en una 

sobreactivación de los sistemas GABAérgicos en CA1, lo cual aumenta la 

inhibición intrínseca en el hipocampo aboliendo el ritmo theta inducido por 

carbacol, mediante la reducción del nivel de inhibición global en el hipocampo con 

bicuculina,. De igual manera, incrementando el nivel de inhibición en el 

hipocampo, con el uso de muscimol, se abate la generación del ritmo theta 

(Smythe, Colom y Bland, 1992). Un año antes, Heynen y Bilkey corroboraron el 

papel de la transmisión GABAérgica con otro antagonista de los receptores GABA-



A, la pricotoxina, En su estudio, la combinación de carbacol y picrotoxina aplicados 

secuencialmente fue capaz de generar oscilaciones en theta. Por el contrario, la 

aplicación únicamente del antagonista GABAérgico resulta en la abolición del ritmo 

inducido por la aplicación de carbacol (Heyen y Bilkey, 1991) Esto demuestra la 

importancia del balance entre las entradas excitatorias y la  modulación inhibitoria 

en el circuito hipocampal para la generación de ritmos específicos. Posteriormente 

en 1997, Konopacki y colaboradores demostraron que la inhibición simultánea de 

los receptores GABA-A y GABA-B resulta en la inducción de oscilaciones “theta-

like” in vitro. Esta respuesta fue antagonizada utilizando muscimol y baclofeno 

(agonistas de los receptores GABA-A y GABA-B respectivamente). Todos estos 

resultados indican que un exceso de la inhibición resulta en un abatimiento de los 

procesos oscilatorios intrínsecos del circuito hipocampal (Konopacki, et al, 1997). 

Estos trabajos pioneros demuestran que tanto un incremento, como un 

decremento de la actividad inhibitoria genera una alteración de las dinámicas 

intrínsecas de los elementos neuronales hipocampales resultando finalmente en la 

abolición de la capacidad oscilatoria del circuito. 

 

Con la finalidad de analizar las dinámicas del circuito que resultan en la 

generación de actividad rítmica y coordinada dependiente de la actividad de las 

interneuronas (Freund, 2003, Jones y Wilson 2005 y Sohal, et al, 2009), utilizamos 

como estrategia la activación de las interneuronas. para ello, usamos a la 

optogenética, técnica que nos permitió analizar la respuesta del circuito 

hipocampal provocadas por estimulación de poblaciones de interneuronas en 

escalas de tiempo de importancia fisiológica. La comparación de la estrategia 

farmacológica y la optogenética es factible debido que la mayoría de las 

interneuronas ErbB4 positivas son positivas para la glutamato Decarboxilasa 

(GAD, por sus siglas en inglés). El 90% de las interneuronas ErbB4 positivas 

caracterizadas electrofisiológicamente en el estudio de Neddens y colaboradores 

en 2010 resultaron ser positivas para GAD (Yau, et al, 2003, Vullhorst, et al, 2009, 

Chen, Zhang y Yin, 2010, Neddens y Buonnano, 2010, Wen, et al, 2010, Neddens, 

et al, 2011 y Janssen, Leiva-Salcedo y Buonanno, 2012), por lo que la activación 



optogenética de interneuronas GAD positivas pudiera ofrecer resultados 

comparables con los obtenidos de la activación farmacológica.  

Se eligió al canal iónico inespecífico ChR2 como elemento de control optogenético 

(Nagel, et al, 2003, Berthold, et al,  2008, Bamann, et al, 2009, Sugiyama, et al, 

2009, Wang, et al, 2009, Lin, 2010, Kato, et al, 2012 y Lórenz-Fonfría, et al, 2013), 

ya que se ha mostrado que la ChR2 tiene una capacidad de inducir respuestas 

fieles en interneuronas bajo distintas circunstancias experimentales (Banghart, et 

al,  2004, Boyden, et al, 2005, Zhang, et al, 2006, Cardín, et al, 2009, Witten, et al, 

2010, Zao, et al, 2011, Urban, et al, 2011, Kocabas, et al, 2012 y Tsubota, et al, 

2012). La especificidad celular se produjo con el uso de un sistema de expresión 

viral ligado a la actividad de la Cre-Recombinasa en ratones transgénicos en los 

cuales esta enzima se encuentra bajo el control del promotor específico de 

interneuronas GAD-65 (Potter, et al, 2009). Es importante mencionar que la 

identidad de las interneuronas activadas no puede conocerse con certeza, ya que 

nuestro sistema de expresión sólo nos asegura que serán positivas para el 

marcador molecular GAD-65 (Kawaguchi, et al, 1987, Sloviter, 1989, Gulyás, et al, 

1991, Seress, 1993, Aika, et al, 1994, Celio, 1996, Lawrence, et al, 2010, Lee, et 

al, 2011, Packer y Yuste, 2011, Moore y Wehr, 2013 y Courtin, et al, 2014). 

 

Encontramos que es posible inducir una respuesta neuronal al aplicar trenes de 

luz de diversas frecuencias (5, 10, 20, 30 y 50 Hz) y que esta respuesta no es 

dependiente de la longitud de los trenes dados (10 y 20 ms).Contrario a nuestras 

expectativas, la respuesta en el potencial de campo mostró una clara tendencia a 

aumentar de amplitud y la generación de espigas posteriores a la estimulación. 

Durante la estimulación, el aumento de la potencia fue superior al 250% en 

comparación con la actividad control Durante los intervalos interestimulación 

también se encontró un aumento de la potencia mayor al 200% en comparación 

con la actividad control. Este aumento es debido muy probablemente al 

reclutamiento de poblaciones interneuronales que disparan, fielmente, y en 

coherencia con los trenes de luz proporcionados (Stark, et al, 2013). 

 



Se ha mencionado ya, que una gran variedad de subtipos de interneuronas se 

encuentran disponibles para modular de los ritmos oscilatorios. Registros en la 

corteza cerebral han demostrado que las interneuronas PV ejercen una inhibición 

corta y uniforme sobre sus blancos, mientras que las interneuronas SOM tienen 

efectos más variables y más largos (Kvitsiani, et al, 2013). Sin embargo las 

contribuciones específicas de cada uno de estos subtipos aún no son claras. 

Nuestro entendimiento de las funciones de las redes neuronales se ve, entonces, 

altamente beneficiado con estudios como el presentado en esta tesis, en el cual 

podemos analizar la actividad de subtipos interneuronales específicos y los 

efectos de su perturbación de una manera sincrónica, en ventanas de tiempo de 

importancia fisiológica. Demostrando pues, que la optogenética nos ofrece 

oportunidades sin precedentes de estimular o silenciar neuronas en múltiples 

estructuras. Esta manipulación es extremadamente útil para estudiar el papel de 

las interneuronas en la organización de ensambles y la modulación de su 

actividad. 

 

Los resultados de esta tesis, sugieren que utilizando la optogenética es posible 

modular la actividad sincrónica y organizada de los subtipos interneuronales que 

son responsivos a la estimulación con luz. Esto, en teoría, nos permitiría generar 

una respuesta tipo ritmos theta en la banda de frecuencia de los 4-10 Hz cuando 

se estimula optogenéticamente. Por el contrario la activación de las interneuronas 

con NRG1 o con estimulación optogenética de altas frecuencias favorecería la 

abolición de los ritmos hipocampales debido a un exceso de inhibición. 

  



8.2 EL USO DE LA OPTOGENÉTICA COMO MÉTODO DE ACTIVACIÓN 

INTERNEURONAL RESULTA EN UNA ACTIVACIÓN DEL CIRCUÍTO 

HIPOCAMPAL. 

Debido a que la generación de ritmos theta en la preparación de hipocampo 

completo se obtiene únicamente en animales menores a las 3 semanas de edad 

(Goutagny, Jackson y Williams, 2009), restringimos los experimentos al día 21 

post natal.  Dado que el GABA a esta edad produce respuestas GABAérgicas 

despolarizantes (Alger y Nicoll, 1979, Banke y McBain, 2006, Howard, Burger y 

Rubel, 2007, Khirug, et al, 2008, Romo, et al, 2008, Tyzio, et al, 2008 y Sauer, 

Strüber y Bartos, 2012), inicialmente pensamos que la estimulación optogenética 

de interneuronas GABAérgicas provocaría un aumento en la actividad hipocampal. 

Así, realizamos una batería de experimentos utilizando el agonista GABAérgico 

muscimol (Naik, Guidotti y Costa, 1976, Beaumont, et al, 1978, Snodgrass, 1978 

Brioni et al, 1990 y Edeline, et al, 2002), el cual fue aplicado a la solución de 

perfusión durante el registro de la actividad de animales de 21 días postnatales 

para demostrar que el efecto de GABA en estas condiciones es lo suficientemente 

hiperpolarizante para inducir una disminución significativa de la actividad de 

campo. (Fig. 7.3.11). De esta forma, estos experimentos descartan la posibilidad 

de que el aumento en la actividad de campo durante la activación optogenética se 

deba a un efecto excitatorio de GABA liberado por las interneuronas responsivas a 

la estimulación. 

 

Asimismo, los resultados de estos experimentos con muscimol sugieren que la 

activación optogenética con luz en la longitud de onda azul del espectro visible, 

induce, efectivamente, una respuesta de activación del sistema durante la 

estimulación a distintas frecuencias (5, 10, 20, 30 y 50 Hz) que alcanza el 265% 

de la potencia en comparación con la actividad control. (Fig. 7.3.8) Esta activación 

depende de la transmisión sináptica GABAérgica ya que cuando se coloca el 

antagonista GABAérgico bicuculina (Ueno, et al, 1997), el efecto de la activación 

optogenética no presenta diferencias significativas con la potencia de la actividad 

control a ninguna de las frecuencias (Fig. 7.3.9). 



8.3 LA RESPUESTA DEL CIRCUÍTO HIPOCAMPAL DEPENDE DE LAS 

FRECUENCIAS DE ESTIMULACIÓN OPTOGENÉTICA 

En nuestro trabajo encontramos que son las estimulaciones en frecuencias bajas 

(5 y 10Hz) las que provocan una respuesta mayor en la potencia del hipocampo y 

que bajo estas frecuencias es posible inducir un estado de activación de la red en 

la banda theta (Fig. 7.3.9 y 7.3.10) que es la única banda de frecuencias que es 

modulada durante la estimulación optogenética de interneuronas GABAérgicas 

(Stark, et al, 2013). Estos fenómenos podrían ser explicados por dos mecanismos, 

el primero es que las interneuronas, aun cuando se han reportado capaces de 

seguir frecuencias altas -e inducir oscilaciones en la banda gamma- en 

experimentos de estimulación eléctrica clásicos (Whittington, et al, 1995, Traub, et 

al, 1996, Traub, Jefferys y Whittington, 1997 y Whittington, et al, 2000) son 

incapaces de seguir las frecuencias altas utilizando la activación optogenética. 

Esto debido a las cinéticas intrínsecas de la Channelrhodopsina-2, su fotociclo y 

su efecto sobre las propiedades de membrana de las interneuronas que la 

expresan (Nagel, et al, 2002, Radu, et al, 2009, Sugiyama, et al, 2009, Wang, et 

al, 2009, Nagel, et al, 2003, Bamman, et al, 2009, Lin, 2010, Nack, et al, 2010, 

Verhoefen, et al, 2010, Kato, et al, 2012 y Lórenz-Fonfría, et al, 2013). Si este 

fuera el caso las interneuronas GABAérgicas no se reclutarían eficientemente a 

frecuencias altas y no se modularía la actividad de las neuronas piramidales que 

son mucho más numerosas (Gulyás, et al, 1999). El segundo mecanismo 

implicaría que las células piramidales, debido a sus propiedades intrínsecas son 

incapaces de seguir la modulación impuesta por las interneuronas – que sí son 

activadas- a frecuencias altas (Fox, 1989, Kamondi, et al, 1997, Harris, et al, 2002 

y Hu, Vervaeke y Storm, 2002).  

El primer mecanismo se descarta debido a resultados como los publicados por el 

grupo de Jessica Cardín, que indican que se puede inducir actividad de las 

interneuronas que expresan ChR2 a frecuencias que se encuentran en la banda 

gamma. Sin embargo, aun cuando las poblaciones definidas como FS y las RS 

(Regular Spiking) muestran una respuesta confiable a los pulsos de luz a 

frecuencias bajas, las interneuronas de disparo regular (que corresponden a las 



células piramidales) pierden la capacidad de seguir fielmente los pulsos a altas 

frecuencias (Cardín, et al, 2009).  

Por otro lado, la activación exclusiva de las interneuronas FS en las frecuencias 

altas (40 Hz) resultó en un aumento en la banda de frecuencia de 35-40 Hz 

sugiriendo que la activación de las interneuronas FS es suficiente y específica 

para la inducción de las oscilaciones gamma. De esto podemos concluir que no es 

la incapacidad de las interneuronas transfectadas con ChR2 de seguir fielmente 

los pulsos de luz a altas frecuencias, sino que se requiere de una combinación de 

los subtipos interneuronales, activados cada uno a su frecuencia preferencial, para 

llevar al sistema a responder de una manera dual (theta vs gamma). Por ello, si en 

nuestros experimentos se están activando varios de los subtipos de interneuronas 

GAD positivas, ¿Cómo es que no observamos aumento en el potencial de campo 

local a altas frecuencias? 

La respuesta la encontramos buscando la viabilidad del segundo mecanismo 

propuesto, en el cual las propiedades intrínsecas de las neuronas piramidales las 

limita a ser responsivas ante las estimulaciones a altas frecuencias. Es importante 

hacer hincapié en los estudios que desde 1997 demostraron que la resonancia 

subumbral en la banda theta en las neuronas piramidales es mediada por los 

canales HCN (por las siglas en inglés de hyperpolarization-activated cyclic 

nucleotide-sensitive), que generan una corriente catiónica no selectiva llamada Ih 

(Gasparini y DiFrancesco, 1997 y Robinson y Siegelbaum, 2003). Los canales 

HCN1 son especialmente abundantes en las dendritas apicales distales de las 

células piramidales de CA1 y les permiten resonar exclusivamente en frecuencias 

de la banda theta (Stuart y Sprutson, 1998, Santoro, et al, 2000 y Ulrich, 2002). 

Por ello, que el circuito hipocampal sea incapaz de seguir las oscilaciones a altas 

frecuencias impuestas por las interneuronas activadas a estas frecuencias parece 

factible. Esta opción fue corroborada por el grupo de Stark en 2013, cuando 

transfectaron neuronas piramidales e interneuronas positivas a parvalbumina con 

ChR2 para analizar los efectos de la activación de ambos grupos celulares sobre 

sus blancos postsinápticos in vivo. En este estudio encontraron que la 



estimulación selectiva de las neuronas piramidales con un patrón de frecuencias 

crecientes (0-40Hz) induce disparos a lo largo de esta banda de frecuencias con 

probabilidades similares en las neuronas piramidales, mostrando que estas células 

son capaces por sí mismas de generar disparos en un rango muy amplio de 

frecuencias. En este sentido, los blancos postsinápticos de estas neuronas 

activadas, respondieron con alta fidelidad a los potenciales excitatorios recibidos. 

Sin embargo, cuando se activaron las interneuronas positivas a parvalbumina a las 

mismas frecuencias (0-40Hz), se indujeron disparos de las neuronas piramidales 

limitados en la frecuencia correspondiente a la banda theta (la coherencia entre el 

estímulo luminoso y los disparos inducidos se encuentra en la banda theta) (Stark, 

et al, 2013) muy similar a los resultados obtenidos en nuestro estudio. Estos 

resultados se justifican por dos hipótesis. La primera y más evidente es que a altas 

frecuencias, la alta densidad de potenciales inhibitorios emitidos por las 

interneuronas puede suprimir tónicamente sus blancos, mientras que a bajas 

frecuencias las neuronas piramidales aún pueden disparar en ventanas 

temporales largas (i.e. bajas frecuencias). Esto, gracias a que, la actividad 

inhibitoria de las interneuronas activadas crea un efecto que atenúa los disparos 

de alta frecuencia, el cual es compatible con las propiedades de filtro de 

frecuencia de las sinapsis inhibitorias (Deans, et al, 2001, Thompson, et al, 2002 y 

Markram, et al, 2004). Una posibilidad adicional reside propiamente en las 

propiedades activas de las células piramidales (Fiala y Harris, 1999 y Hu, 

Vervaeke y Storm, 2002) que les permite generar un “rebote” de disparos como 

respuesta de recuperación de la inhibición cuando esta se presenta a bajas 

frecuencias (Jahnsen y Llinás, 1983 y Cobb, et al, 1995), lo cual también 

contribuye a la generación de un efecto de atenuación de los disparos de alta 

frecuencia. Estas hipótesis son muy probables y se corresponden con los 

resultados encontrados por el grupo de Stark (2013). Con base en lo anterior, 

proponemos que nuestros resultados son consistentes con una inhibición casi total 

de las neuronas piramidales a altas frecuencias de estimulación optogenética. Es 

así que, como resultado de una entrada inhibitoria muy alta y que nuestras 

observaciones de la generación de espigas de actividad poblacional en los 



intervalos de tiempo posteriores a las estimulaciones a altas frecuencias sugieren 

un efecto de “rebote” por parte circuito hipocampal después de una entrada 

inhibitoria masiva. 

En esta tesis se demostró pues, que ante una estimulación periódica, las unidades 

neuronales muestran una respuesta confiable (Mainen y Sejnowski, 1995, Mainen, 

et al, 1995, Volgushev, Chistiakova y Singer, 1998, Schreiber, et al, 2003 y Galán, 

Ermentrout y Urban, 2007), que dependerá enteramente de la frecuencia a la cual 

se realice el estímulo y resultará finalmente en una respuesta específica del 

circuito hipocampal (Cardín, et al, 2009, Dilgen, et al, 2012, Hägglind, et al, 2013, 

Peng, et al, 2013, Stark, et al, 2013 y Berglin, et al, 2014). Además, nuestros 

resultados sugieren que la inhibición “periódica” a bajas frecuencias es crítica para 

la resonancia en theta. Ésto podría en parte corroborar los resultados sobre la 

pérdida de la oscilación theta durante la aplicación de neuregulina y su posterior 

recuperación al quitar el fármaco. Como ya se ha comentado ampliamente en este 

trabajo, la activación generalizada de las interneuronas responsivas a neuregulina 

(i.e. aquellas con el receptor ErbB4) resulta en la abolición del ritmo theta. La 

activación “tónica” de las interneuronas  incapacita al circuito hipocampal para 

engancharse en una oscilación resonante, ya que la actividad periódica, sincrónica 

y temporalmente regulada de las interneuronas es sustancial para la generación 

de oscilaciones hipocampales. (Fox, 1989, Kubie, Muller y Bostock, 1990, Wang y 

Buzsáki, 1996, Traub, Jeffreys y Whittington, 1997, Chapman y Lacaille, 1999, 

Tukker, 2007, Fisahn, et al, 2009, Sohal, et al, 2009, Benchenane, et al, 2010 y 

Stark, et al, 2013). 

  



8.4 LA GENERACIÓN DE RITMOS HIPOCAMPALES DEPENDE DE LA 

MODULACIÓN INHIBITORIA Y LAS DINÁMICAS NEURONALES 

SUBSECUENTES. 

Es importante mencionar que, aun cuando nuestros resultados confirman la 

importancia de la regulación interneuronal en la generación de ritmos, todos estos 

experimentos fueron llevados a cabo in vitro. Si bien, nuestras condiciones 

intentan asemejarse lo más posible al sistema completo, existen diferencias 

sustanciales que requieren ser tomadas en cuenta. Por ejemplo, la presencia de 

mayor actividad sináptica en experimentos registrados in vivo modifica las 

propiedades de membrana de las células piramidales y con esto su capacidad de 

respuesta ante los estímulos inhibitorios inducidos (Fellous, et al, 2003 y Brette, et 

al, 2007). La resistencia de la membrana de las neuronas piramidales in vitro es 

más alta que en animales despiertos debido a la alta actividad sináptica (Fellous, 

et al, 2003, El Boustani, et al, 2006 y Brette, et al, 2007). Debido a esto, y la ya 

mencionada regulación feedback dentro de las redes neuronales, decidimos 

analizar el efecto de la estimulación en condiciones en las cuales se bloqueó la 

transmisión sináptica. Para esto utilizamos los antagonistas de la transmisión 

glutamatérgica, AP5 y CNQX (Blake, Brown y Coolingridge, 1988, Neuman, et al, 

1988 y Turski, et al, 1990) y de la transmisión GABAérgica, Bicuculina (Ueno, et al, 

1997). Como era de esperarse, al bloquear la transmisión excitatoria, se encontró 

una reducción del potencial de campo local del 26.5% e interesantemente la 

respuesta hipocampal a a la activación optogenética de las interneuronas también 

se redujo considerablemente (reducción del 48.8% en comparación con la 

actividad inducida en condiciones control). Si bien las interneuronas representan 

únicamente el 20% de la población neuronal total en el hipocampo. (Kawaguchi, et 

al, 1987, Aika, et al, 1994, Celio, 1996, Gulyás, et al, 1991, Lawrence, et al, 2010 y 

Neddens y Buonanno, 2010), sus patrones de conectividad pueden determinar 

una inhibición sostenida o una inhibición corta que genere patrones de 

reclutamiento de células piramidales, (Sloviter, 1989, Seress, 1993 y Packer y 

Yuste, 2011). Por estas razones, el encontrar que la activación optogenética en un 

circuito “inactivado”, por el bloqueo de la transmisión glutamatérgica, no es capaz 



de inducir una respuesta significativa resulta lógico. Más aún la inhibición de la 

transmisión glutamatérgica afectaría la contribución piramidal en  la resonancia del 

circuito (Hu, Vervaeke y Storm, 2002, Ulrich, 2002 y Stark, et al, 2013) en la 

excitabilidad general del circuito (Fox, 1989, Baude, et al, 1993, Volgushev, 

Chistiakova y Singer, 1998 y Hille, 2001) y en las dinámicas establecidas por las 

conexiones entre las neuronas piramidales (Häusser, Spruston y Stuart, 2000, 

Harris, et al, 2002, Giocomo y Hasselmo, 2007 y Klausberger y Somogyi, 2008). 

Todos los factores descritos son fundamentales para la modulación en la banda 

theta (Stark, et al, 2013). Aun cuando muchos mecanismos parecen ser 

responsables de la resonancia hipocampal en la banda theta, nuestros 

experimentos sugieren que en gran parte este efecto es mediado ampliamente por 

la transmisión sináptica inhibitoria periódica por parte de los elementos 

interneuronales disparando sincrónicamente, siempre y cuando las sinapsis 

excitatorias no se encuentren alteradas.  

8.4 POSIBLES IMPLICACIONES FISIOLÓGICAS DE LA GENERACIÓN DE 

RITMOS MEDIANTE TÉCNICAS OPTOGENÉTICAS 

Es interesante que logramos generar actividad “theta-like” en rebanadas con 

actividad neuronal desorganizada y que encontramos un aumento en la potencia 

de las oscilaciones theta durante la estimulación optogenética a bajas frecuencias. 

Este resultado nos sugiere que el circuito hipocampal -el cual posee una 

conformación intrínseca que le permite la generación del ritmo theta durante varios 

procesos cognitivos complejos (Buzsáki, et al, 1994, Börgers, Epstein y Koppell, 

2005, Jones y Wilson, 2005, Hunsaker, Lee y Kesner, 2008, Sohal, et al, 2009, 

Dougherty, et al, 2013 y Hägglund, et al, 2013)- puede ser modulado con 

manipulaciones experimentales. Se propone que la salida rítmica en la banda 

theta del hipocampo/corteza entorhinal puede generar excitación feed-forward de 

las interneuronas FS y otros subtipos interneuronales, (Steward y Scoville, 1976, 

Mainen y Sejnowski, 1995, Stuart y Sprutson, 1998, Hasenstaub, et al, 2005, 

Hasselmo, 2005 y Olah, et al, 2009) cuyos efectos inhibitorios son amplificados 

por las propiedades de disparo de las neuronas piramidales de la capa 5 (Kubie, 

Muller y Bostock, 1990, Sah, Hestrini y Nicill, 1990, Bland y Colom, 1993 y Staff, et 



al, 2000 ). Estos mecanismos de amplificación de señales mediados por las 

interneuronas pueden alinear temporalmente una gran cantidad de ensambles 

corticales implicando muy pocos enlaces axonales (Mainen, et al, 1995, Markram, 

et al, 2004, Börgers, Epstein y Kopell, 2005, Hasenstaub, et al, 2005, Cenquizca y 

Swanson, 2006 y El Boustani, et al, 2006) y esta resonancia en la neocorteza se 

utiliza posteriormente para amplificar otros patrones que se sobrelapan en 

frecuencia con la banda theta como las oscilaciones alfa (Kilmesch, et al, 2007) y 

los husos de sueño (Steriade, et al, 1993). Por lo cual, y dado que se ha reportado 

ya que el poder de las oscilaciones aumenta durante la generación de estas 

conductas (Whittington, et al, 1997, Volgushev, Chistiakova y Singer, 1998 y 

Thomson, et al, 2002), nuestros resultados son consistentes con la idea de que el 

circuito hipocampal es preferencialmente resonante en ritmo theta, lo que 

resultaría en la sincronización de estructuras corticales superiores. (El Boustani, et 

al, 2006, Sohal, et al, 2009, Rossi, et al, 2012 y Wang y Carlén, 2012). En 

nuestros experimentos in vitro las interneuronas activadas por luz, siguen 

formando parte de un circuito complejo que se encuentra bajo el control de los 

mecanismos nativos de la red. Por esta razón, podemos observar la generación de 

ritmos espontáneos en una estructura que ha sido extraída y manipulada 

experimentalmente. Esto nos permite hacer inferencias sobre la importancia de las 

interneuronas en distintas condiciones experimentales como lo son el bloqueo de 

la transmisión sináptica tanto excitatoria como inhibitoria.  

Entonces, nuestros resultados sugieren que el procesamiento en las redes 

neurales se basa en las interacciones dinámicas entre los tipos celulares 

excitatorios e inhibitorios que forman parte del circuito hipocampal (Alger y Nicoll, 

1979, Buhl, Halasy y Somogyi, 1994, Buckmaster y Schwartzkroin, 1995,  Gulyás, 

et al, 1999, Deans, et al, 2001, Freund, 2003, Markram, et al, 2004, Hasenstaub, 

et al, 2005, Hefft y Jonas, 2005 y Lodato, et al, 2011). Nuestros resultados 

sugieren que las interneuronas inhibitorias también aseguran la autonomía 

transitoria de las neuronas piramidales, mediante la congregación y segregación 

de ensambles neuronales (Buzsáki y Chrobak, 1995 y Csicsvari, et al, 1998).  



Aun cuando los modelos computacionales indican que la actividad sincrónica de 

las interneuronas es suficiente para inducir oscilaciones que son estabilizadas y 

reguladas por una retroalimentación excitatoria de las neuronas piramidales 

(Traub, Jeffreys y Whittington, 1997, Whittington, et al, 1997 y Borgers y Epstein y 

Kopell, 2005), no se debe perder de vista que en una red activa, cada neurona 

recibe un bombardeo continuo de entradas sinápticas tanto excitatorias como 

inhibitorias que resulta en transiciones de estado en estos elementos neuronales 

(Miles, et al, 1996, Gulyás, et al, 1999, Giocomo y Hasselmo, 2007, Bell,et al, 

2011, Lodato, et al, 2011, Verret, et al, 2012, Pfeffer, et al, 2013 y Stark, et al, 

2013). De la misma manera, cada neurona contribuye con un potencial de salida a 

la red local que la rodea, por lo que este intercambio recíproco y continuo 

representa un reto aún mayor al tratar de determinar el papel de clases 

específicas de neuronas que contribuyen al procesamiento de la información y la 

generación de patrones oscilatorios de actividad. Así pues, un enfoque integrativo 

utilizando métodos optogenéticos y electrofisiológicos provee dos ventajas 

mayores para la exploración de las dinámicas de las redes, la primera es la 

confiabilidad y precisión de los disparos evocados fóticamente que, en 

combinación con la expresión célula específica de la ChR2, ofrece un método 

confiable para la identificación de los elementos neuronales que participan en las 

dinámicas oscilatorias y su participación en la generación de las mismas. La 

segunda ventaja, es la habilidad de manipular directamente el nivel de actividad de 

una clase específica de célula con el propósito de observar la actividad o 

comportamiento de la red, con el simple hecho de variar la intensidad de la 

estimulación.  

 

Nuestros resultados confirman pues, la utilidad de la optogenética en el estudio del 

papel de los distintos tipos neuronales en la generación de oscilaciones en el 

hipocampo y sus posibles implicaciones fisiológicas en la generación de conductas 

y procesos cognitivos complejos. 

 

  



9. CONCLUSIONES 

 

La aplicación aguda de la NRG1 reduce la actividad hipocampal de manera 

generalizada. 

La estimulación de neuronas GABAérgicas del hipocampo mediante optogenética 

resultó en un aumento en la potencia de la actividad espontánea de campo local. 

 

El efecto de la estimulación optogenética en la generación de ritmos theta mostró 

una tendencia al aumento de la actividad durante las estimulaciones.  

 

Los resultados del presente proyecto demuestran que la técnica “optogenética” 

representa una herramienta altamente específica y funcional que nos permite 

analizar las dinámicas complejas que permiten la generación de ritmos y el papel 

de las interneuronas en esta estructura. Se muestra además que la técnica 

farmacológica de activación altamente específica de interneuronas utilizando 

Neuregulina presenta limitaciones claras para el análisis de relaciones complejas 

en el circuito hipocampal debido a la lentitud del efecto farmacológico resultado de  

las cinéticas del fármaco, las cascadas de activación desencadenadas y, 

sustancialmente, a que la activación interneuronal producida por la neuregulina es 

“sostenida”.  
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ANEXO 1.- Propiedades de las interneuronas 

 
Se describen en esta tabla las principales propiedades (Morfología, Marcadores moleculares, propiedades de 
disparo, entrada sináptica, Inervación sobre la célula principal y patrón de actividad en la generación de 
ritmos) de los principales subtipos de interneuronas descritas en el hipocampo.  

 

 

  



ANEXO 2.- Vector viral y Recombinación CRE-Dependiente. 

 

Se utilizaron ratones transgénicos que expresan la recombinasa CRE bajo el 

promotor GAD65, esta línea fue desarrollada por el labpratorio de Hiroki Taniguchi 

(Taniguchi, et al, 2011). Driver Line: Gad2-ires-Cre Jax 010802 (IRES: Internal 

Ribosome Entry Site) 

 

El patrón de recombinación se refiere a la expresión de mRNA exógeno medido por hibridación in situ. Los 
patrones de recombinación son “++++” en todas o casi todas;  “+++” en muchas; “++” en algunas; “+” en 

pocas. OB, olfactory bulb; AOB, accessory olfactory bulb; CX, neocortex, piriform cortex; HP, hippocampus; 
AMYG, amygdala; SC, superior culiculus; CB, cerebellum; STR, striatum; THAL, thalamus; HT, hypothalamus; 

BS, brainstem; SCN, suprachiasmatic nucleus; PVN, paraventricular nucleus. 
Eficiencia de marcaje: 15%; Especificidad de recombinación: ~92.2%; Eficiencia de recombinación: ~91%. 

(Tomado de Taniguchi, et al, 2011) 

 

En la línea Gad2-ires-Cre, la recombinasa Cre se coexpresa con Gad2 en las 

interneuronas GABAérgicas. La recombinación Cre/loxP convierte la actividad 

transitoria de CRE en la activación permanente de un reportero,  en todas las 

regiones examinadas, la expresión del reportero RCE se restringe a las 

interneuronas GABAérgicas y las incluye prácticamente todas. 

 

Figura Anexa 2.1.- La expresión Gad2-Cre dependiente 
(A)Sección sagital de un animal en P28 con la inducción de tamoxifen en el día P20. 

(B y C) Expresión de GFP activada por la recombincación Cre dependiente restringida a las neuronas 
GABAérgicas (Gad67, rojo) en la corteza. 

(D-H) Las neuronas marcadas con GFP en la corteza incluyen poblaciones de interneuronas que son positivas 
para parvalbumina (PV), somatostatina (SST), calretinina (CR), Péptido vasoinstestinal (VIP) o nNOS. 

(Tomado de Taniguchi, et al, 2011) 



 

Vector viral. 

Se utilizó el virus pAAV-Ef1a-DIO-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-pA desarrollado 

por el laboratorio de Deisseroth (http://www.stanford.edu/group/dlab/optogenetics/) 

y distribuido por PennCore con las siguientes características: 

(http://www.med.upenn.edu/gtp/vectorcore/Catalogue.shtml; número de catálogo 

AV-5-20298P) 

 

Serotipo de la cápside AAV: 5 

pBR322: Es un vector de clonación viral que contiene un origen de replicación que 

regula la replicación de un plásmido, manteniendo el número de copias en 20 por 

célula. 

Promotor EF1a: Factor de elongación humano alfa (EF-1 alpha) promotor 

constitutivo que se usa para dirigir expresión génica ectópica. Se utiliza en 

condiciones donde otros promotores (como CMV) han disminuído su actividad o 

se han silenciado. Vectores de expresión exclusivos de mamíferos.  

YFP: Mutante de la Green Fluorescent protein extraída de Aequorea Victoria. Su 

pico de excitación es de 514nm y su pico de emisión es 527nm. 

WPRE: (WHP posttranscriptional Regulatory Element) Secuencia génica que 

cuando es transcrita forma una estructura terciaria que potencia la expresión, se 

utiliza para incrementar la expresión de los genes dirigidos por un vector viral. 

hGHpA: Human growth hormone polyA terminator, polyA como señal de 

terminación 

ChR2 (H134R): Channelrhodopsina humanizada con la mutación H134R que le 

confiere fotocorrientes celulares incrementadas en comparación con la ChR2 wild 

type. 

Ampicilin: Resitencia a Ampicilina 

F1 origin: Origen de replicación de cadena simple y empaquetamiento de las 

partículas virales. 

pGEX3: Primer de secuenciación 

http://www.stanford.edu/group/dlab/optogenetics/
http://www.med.upenn.edu/gtp/vectorcore/Catalogue.shtml


ampR: Ampicilin resistance gene, se usa como un marcador para indicar el éxito 

de una transfección. 

 

 

Figura Anexa 2.2.- Composición del Vector viral 
 (Tomado de http://www.everyvector.com/sequences/show_public/2491 ) 

 

http://www.everyvector.com/sequences/show_public/2491
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