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Resumen 

 

La actividad de las neuronas del núcleo estriado, principal núcleo de entrada de los 

ganglios basales, codifican información relevante para la generación de secuencias 

de acciones. El estriado cuenta con dos tipos de neuronas de proyección conocidas 

como neuronas de la vía directa e indirecta. La excitación optogenética de las 

neuronas de la vía directa produce un incremento en la generación de movimiento, 

mientras que la activación optogenética de la vía indirecta disminuye la generación 

del movimiento. Esto sugiere que la vía directa es necesaria para la generación del 

movimiento mientras que la vía indirecta es necesaria para frenarlo. Con el fin de 

evaluar estas posibilidades, en este trabajo de tesis nos preguntamos: ¿Cómo se 

modulan las neuronas de las vías de los ganglios basales al concatenar dos 

secuencias de movimientos en una cadena de acciones?  

Para contestar esta pregunta registramos la actividad de las neuronas estriatales 

por medio de imagenología de calcio en tres etapas en las que ratones aprendieron 

a realizar una cadena de dos secuencias de acciones. 

Como resultados de este trabajo encontramos: 

1. La actividad de las neuronas de la vía directa versus indirecta es diferente durante 

la ejecución de una cadena de dos secuencias de acciones, una mayor proporción 

de neuronas de la vía directa es modulada para la realización de la cadena mientras 

que la vía indirecta mostro un mayor número de neuronas moduladas durante la 

transición entre las dos secuencias de acciones.  

2. La proporción de neuronas por vía se reclutó de manera diferencial durante el 

aprendizaje a realizar una cadena de dos secuencias de acciones. La vía directa 

mostro el reclutamiento de una mayor proporción de neuronas durante la fase 

temprana a realizar una cadena de acciones y un incremento en neuronas 

reclutadas a lo largo de la cadena, mientras que la vía indirecta mostro un 

incremento de neuronas reclutadas a lo largo del aprendizaje durante la transición 

entre secuencias de acciones.  

Estos resultados sugieren que la vía indirecta podría estar dirigiendo el cambio de 

secuencias de acciones mientras que la vía directa contribuye con mayor 

importancia a la ejecución de la cadena de secuencias de acciones y es más 

relevante en la fase temprana de concatenación de dos secuencias. 
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Abstract 

Neuronal activity of striatum, which is the main basal ganglia input, codifies 

information about the execution of action sequences. Striatum have two types of 

projection neurons; direct and indirect pathway neurons. It has been shown that the 

optogenetic activation of the direct pathway induces the movement while the 

optogenetic activation of the indirect pathway reduces or stop movements; 

suggesting an antagonist role for both pathways. In this work, with the goal to go 

deeper into this scheme we postulate the next questions: How does the pathways of 

the basal ganglia are modulated at the concatenation of two sequences in one chain 

of actions?  

To answer this, we record the activity of striatal neurons of both pathways, through 

calcium imaging and micro-endoscopic lenses, in three epochs of a behavioral task 

where mice learn to execute single sequences of actions and chain of sequences of 

actions. 

As results of this work we found: 

1. The neuronal activity of the direct pathway versus the indirect is different during 

the execution of a chain of two sequences of actions. A higher proportion of direct 

pathway neurons are recruited for the execution of the chain while a higher 

proportion of neurons of the indirect pathway were modulated at the transition 

between sequences of actions. 

2. The proportion of neurons within the pathways was differently recruited along the 

learning and execution of chain of sequences of actions. The direct pathway showed 

a higher proportion of neurons modulated during the early phase of concatenation 

of sequences of actions and an increment in the neurons recruited during the whole 

chain, while the indirect pathway showed an increment in the amount of neurons 

recruited through the learning in the transition between sequences of actions. 

This results suggest that the indirect pathway could be orchestrating the transition 

between sequences while the direct pathway contributes the most in the whole 

execution of the chain and importantly during the concatenation of sequences.   
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INTRODUCCIÓN  
 

Los subcircuitos que interconectan a la corteza, los ganglios basales y el tálamo 

constituyen parte de los substratos fisiológicos para la selección,  iniciación, término 

y ejecución de acciones motoras (Cui et al., (2013); DeLong, 1990; Fujii & Graybiel, 

2003; Jin & Costa, 2015; Mink, 1996; Shima & Tanji, 2000). Los ganglios   basales 

contienen dos vías de interconexión, la vía estriatonigral o vía directa y la vía 

estriatopallidal o vía indirecta (Gerfen et al., 1990,1984). Actualmente se ha 

documentado que ambas vías se co-activan durante la iniciación de movimientos 

naturales (Barbera et al., 2016; Klaus et al., 2017; Tecuapetla et al., 2014) y durante 

la iniciación de secuencias de acciones (Jin et al., 2014). Estos hallazgos se 

contraponen al modelo clásico de funcionamiento de estas vías, el cual postula que 

la actividad de la vía directa facilita el movimiento mientras que la activación de la 

vía indirecta lo decrementa (Albin et al., 1989; DeLong, 1990; Durieux., 2012; Kravitz 

et al., 2010).  

Dada la contraposición entre hallazgos experimentales que apoyan el modelo de 

activación concurrente y al modelo clásico de activación opuesta, surgen 

cuestionamientos acerca de la contribución de las vías directa e indirecta de los 

ganglios basales a la generación de movimientos. Por lo tanto, en el presente 

trabajo de tesis, monitoreamos la actividad de las neuronas estriatales que originan 

a estas vías durante el inicio y transición entre dos secuencias motoras dentro de 

una cadena de secuencias y durante el aprendizaje de la misma. 
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OBJETIVOS 
 

Objetivo general: 

 

Registrar la actividad de las neuronas de las vías estriatales de los ganglios basales 

in vivo en la concatenación de dos secuencias en una sola cadena de acciones. 

Objetivos particulares: 

 

 Implementar una tarea conductual en la que los animales ejecuten y 

desarrollen secuencias de acciones en cadena. 

 Analizar la actividad neuronal de los sub-circuitos de las vías estriatales 

durante la ejecución de secuencias individuales y al concatenar dos 

secuencias en una sola cadena de acciones. 
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ANTECEDENTES 
 

Secuencias motoras 

 

Una acción puede ser definida como el proceso de realizar uno o varios movimientos 

para lograr un objetivo (Grammont, 2010). Para el caso de una acción compuesta 

por un movimiento, un ejemplo es la contracción o relajación de los músculos con 

el objetivo de cerrar o abrir los ojos. Para una acción compuesta de varios 

movimientos un ejemplo sería tocar el piano, lo cual involucra varias secuencias de 

movimientos. Una secuencia de movimientos es la ejecución en serie de múltiples 

comandos motores (Kandell et al., 2000).  

Del repertorio de conductas motoras de los organismos algunas son innatas, es 

decir, para desarrollarse no necesitan de un aprendizaje directo con el medio, dado 

que se preestablecen durante el desarrollo (Grillner, 2003). Un ejemplo es la 

capacidad de las especies precociales de tener locomoción e incluso dirigir y 

mantener la vista hacía ciertos objetivos poco tiempo después de haber nacido 

(Kehmeier et al., 2011; Starck & Ricklefs, 1998; Vallortigara, 2012). Este tipo de 

conductas se explican a través de generadores centrales de patrones (CPGs por 

sus siglas en inglés).  

Los CPGs son circuitos neuronales que contienen la capacidad de activar patrones 

motores para generar desde un movimiento simple hasta una serie de movimientos 

estereotipados, como el caminar (Grillner, 2003).  

Debido a la gran variabilidad de programas y respuestas motoras que existen, su 

ejecución no se puede explicar únicamente a través de los CPGs, tiene que existir 

una interacción con el medio que de una retroalimentación al sistema para refinar 

las respuestas motoras. Un ejemplo de esto se puede observar en el canto de las 

aves. Las aves son capaces de generar sonidos a modo de balbuceos, similares a 

los de humanos, y necesitan de la enseñanza activa por parte de un tutor para poder 

refinar la conducta a una secuencia motora estereotipada que produce un canto 

especifico (Aronov et al.,  2008). Una secuencia de acciones podría definirse como 

conductas estereotipadas con un inicio y un fin; las cuales pueden ser originadas de 
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manera innata (Grillner, 2003) o refinando la conducta (Aronov et al.,  2008). 

   

Modelos de aprendizaje y realización de secuencias motoras 
 

En la actualidad se plantean dos modelos en los cuales se representa como se lleva 

a cabo el aprendizaje y la realización de secuencias motoras. En el primer modelo 

se ve al movimiento como una respuesta consecuente de las entradas sensoriales 

a manera de estímulo y respuesta (“Model free”) (Haith & Krakauer, 2013; Sutton & 

Barto, 1998). El segundo plantea que el mejoramiento de una acción motora está 

dado por un modelo interno del ambiente que es actualizado con base en 

predicciones y errores, al cual se le denomina aprendizaje basado en 

actualizaciones de un modelo  (“Model based”)  (Haith & Krakauer, 2013; Shadmehr 

& Krakauer, 2008). 

Se ha propuesto que la ejecución de secuencias de acciones puede ser codificadas 

de dos maneras. La primera es llamada de ejecución serial: los elementos de una 

secuencia se realizan de manera ordinal; el primer movimiento genera el 

consecuente y así sucesivamente para cada uno de los elementos de una serie. 

Como ejemplos de este modelo se ha observado que la actividad de las neuronas 

de núcleos motores de aves siguen de manera serial a cada uno de los 

componentes del canto (Long et al., 2010) y en registros del núcleo estriado, en 

ratas, se ha documentado en secuencias de acicalamiento (Aldridge & Berridge, 

1998). El segundo modelo plantea una estructuración jerárquica: La secuencia 

motora se divide en fragmentos de información o sub-secuencias. Estos fragmentos 

pueden ser unidos de múltiples formas para generar una secuencia. La actividad 

estriatal ha sido propuesta como la que codifica a las secuencias motoras de 

manera jerárquica (Jin & Costa, 2010, 2015). Al manipular las vías del estriado, en 

una tarea de secuencias de palanqueo, se ha reportado en ratones, que a pesar de 

modificar parámetros como el tiempo a iniciar o el número de abortos en la 

secuencia, no se reduce el número de elementos que componen la secuencia, como 

si la ejecución de secuencias estuviera codificada en módulos de información 

(Tecuapetla et al., 2016).   
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Sustratos fisiológicos de la generación de secuencias de acciones. 

 

Actualmente, se reconocen a los circuitos que interconectan a la corteza cerebral, 

los ganglios basales y el tálamo son necesarios para la realización de secuencias 

motoras (Fujii & Graybiel, 2003; Graybiel, 1998; Jin & Costa, 2010, 2015; Parker et 

al., 2016; Tecuapetla et al., 2016; Turner et al., 1999). 

Cuando la actividad neuronal que se encarga del procesamiento de los comandos 

motores es desregulada, repercute en patologías que pueden incapacitar el 

apropiado funcionamiento del individuo. Por ejemplo, en la enfermedad de 

Parkinson y/o en trastornos compulsivos, se observan afectaciones en la habilidad 

de iniciar movimientos o transitar entre ellos (DeLong, 1990; Müller et al., 1997).  

En estudios realizados en modelos murinos de la enfermedad de Parkinson se ha 

observado un desbalance de la actividad de las neuronas que conforman las vías 

de los ganglios basales, con un decremento e incremento de la actividad basal para 

la vía directa e indirecta respectivamente; y una pérdida de la organización 

espaciotemporal de la actividad selectiva a tipos de acciones (Parker et al., 2018). 

En el síndrome obsesivo compulsivo se han observado alteraciones en el circuito 

cortico estriatal. Específicamente en un modelo de compulsiones en ratones, en 

donde se elimina la proteína SAPAP 3 (Knock out), la activación de las aferencias 

de las neuronas de la corteza orbitofrontal al estriado produce una disminución de 

conductas compulsivas (Burguière et al., 2013). 

 

Codificación de secuencias de acciones en la corteza cerebral 

 

Se ha documentado que existen diferentes estructuras corticales que codifican 

parámetros de la motricidad. Se ha observado actividad anticipatoria a la ejecución 

de movimientos en: área motora suplementaria (SMA)(Lang et al., 1991), la corteza 

motor primaria (M1)(Georgopoulos & Grillner, 1989), parietal (Crammond & Kalaska, 

1989) y la corteza prefrontal medial (PFCm) (Funahashi & Kubota, 1994).  
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En el área motora suplementaria, en una tarea conductual en donde primates no 

humanos ejecutaron diferentes secuencias de acciones que involucraban empujar 

(Push), jalar (Pull) o girar (Turn) una palanca, se encontró actividad preparatoria 

específica a un tipo de secuencia de acciones, a un momento u orden especifico de 

la secuencia y a movimientos específicos; evidenciando que existe información 

neuronal que codifica diferentes tipos de acciones motoras (Figura 1A)(Shima & 

Tanji, 2000). En corteza prefrontal, en un estudio en el que se instruyó a primates 

no humanos a realizar una serie de movimientos sacádicos, se encontró a través de 

registros extracelulares neuronales un incremento en la actividad en el inicio y final 

de la secuencia de acciones. Evidenciando que existe información en la actividad 

neuronal que delimita a las secuencias motoras (Figura 1B) (Fujii & Graybiel, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Los registros electrofisiologicos de actividad unitaria en la corteza muestran regiones 
específicas relacionadas con la ejecución de secuencias de acciones. A) El diagrama superior 
representa a un mono realizando diferentes secuencias motoras. Los gráficos inferiores son 
histogramas peri-estimuló (PSTH) de la actividad unitaria registrada de tres neuronas, cada columna 
muestra la actividad de la misma neurona, alineada al inicio de tres diferentes secuencias motoras. 
Note que la neurona de la columna izquierda muestra actividad preparatoria a una secuencia motor 
específica (Pull-Turn-Push).  La neurona de la columna de en medio se activa al final de la secuencia 
independientemente del tipo de secuencia y la neurona de la derecha muestra actividad especificas 
a un solo tipo de movimiento (Pull) (Shima & Tanji 1994). B) El diagrama de la derecha representa a 
un mono realizando una secuencia de sacadas. A la derecha se muestra el PHST de la actividad 
unitaria de una neurona de la corteza prefrontal mientras el mono realizaba diferentes secuencias 
sacadicas. Note que la actividad de la neurona demarca el inicio y final de la ejecución de las 
secuencias (ensayos; el color al inicio de cada ensayo indica la dirección de las sacadas), 
independientemente de la secuencia de movimientos sacadicos. (Fuij & Graybiel 2003).   
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Ganglios basales 

 

Los ganglios de la base o ganglios basales son un conjunto de núcleos subcorticales 

que reciben conexiones sinápticas tanto de la corteza como del tálamo. Se postula 

que la integración de estas entradas dentro del estriado (principal núcleo de entrada 

a los ganglios basales) permite la apropiada selección de acciones (Hikosaka et al., 

2000; Mink, 1996; Redgrave et al., 2010). En primates los ganglios basales están 

compuestos por siete núcleos principales: caudado, putamen, globo pálido externo, 

globo pálido interno, sustancia nigra pars compacta, pars reticulata y el núcleo 

subtalámico. En roedores el núcleo caudado y putamen están fusionados 

denominándose núcleo estriado o neoestriado. En el estriado existen diferentes 

tipos de neuronas donde el 98% por su anatomía son espinosas medianas de tipo 

GABAérgico; el resto está compuesto por interneuronas GABAérgicas y colinérgicas 

(Chang & Kita, 1992; Chang & Kitai, 1982; Kemp & Powell, 1971)(Figura 2).  

El núcleo estriado recibe aferencias de distintos núcleos. Por parte de la corteza 

cerebral y del tálamo recibe aferencias glutamatérgicas (Gerfen, 1984; Webster, 

1961), del área tegmental ventral y de la sustancia nigra pars compacta recibe 

entradas dopaminérgicas (Swanson, 1982), del núcleo raphe recibe entradas 

serotoninérgicas (Lavoie & Parent, 1961) y del tallo cerebral recibe entradas 

colinérgicas (Hallanger & Wainer, 1988). 

Las dos vías de proyección que interconectan a los ganglios basales se originan a 

partir de distintas poblaciones neuronales dentro del estriado. A estas dos vías se 

les conocen como los sub-circuitos de la vía directa y la vía indirecta (Albin et al., 

1989; DeLong, 1990) (Figura 2). La vía directa está conformada por neuronas que 

conectan directamente desde el estriado a los núcleos de salida de los ganglios 

basales: el GPi y la SNr. La vía indirecta va a los núcleos de salida a través de 

relevos sinápticos en el GPe y el núcleo subtálamico. 

Las neuronas de la vía directa expresan dinorfina, sustancia P, y receptores tipo D1 

mientras que las de la vía indirecta expresan receptores a dopamina D2, encefalina 

y receptores a adenosina a2a (Anderson & Reiner, 1990; Gerfen et al., 1990; Lei et 

al., 2004) . 
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Se ha observado que la actividad neuronal del núcleo estriado está relacionada con 

diversas cualidades motoras y cognitivas como: aprendizaje por recompensa (Daw, 

2003; Schultz et al., 1997),  comportamiento exploratorio (Sridharan, Prasanth, & 

Chakravarthy, 2006), comportamiento dirigido a objetivos (Hart et al., 2018; Shan et 

al., 2014), actividad anticipatoria a la ejecución de acciones (Schultz & Romo, 1992), 

memoria de trabajo (O’Reilly & Frank, 2006), estimación temporal (Buhusi & Meck, 

2005; Malapani et al., 1998) ejecución y selección de acciones (Jin & Costa, 2015; 

Redgrave et al., 2010; Tecuapetla et al., 2016; Wickens, 1997). . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Esquema de la anatomía y las vías de los ganglios basales. La corteza cerebral de 

distintas áreas manda proyecciones hacía el estriado el cual está compuesto de 

predominantemente neuronas espinosas medianas GABAérgicas, de las cuales existen dos 

tipos, las de la vía directa que mandan proyecciones hacía el globo pálido interno (GPi) y 

sustancia nigra pars reticulata (SNr) mientras que la vía indirecta manda sus proyecciones 

al globo pálido externo (GPe). El STN proyecta hacía el GPi y SNR; Los núcleos de salida de 

los ganglios basales mandan sus proyecciones al Tálamo el cual a su vez manda 

proyecciones de regreso hacía la corteza cerebral y el núcleo estriado (Imagen tomada de 

Gerfen 2006).  
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A) Esquema de un mono entrenado fijar la mano en una posicion  por algunos segundos antes de 
tomar un reforzador (“food boxes”) de manera autoiniciada o ante una señal “Go” (estimulo-
respuesta). B) PHST de la actividad unitaria de dos neuronas registradas en el núcleo caudado, 
alineadas al momento de iniciar el movimiento para tomar el reforzador (el movimiento se midio 
por medio de un electromiograma: EMG). Modificado de Shcultz & Romo 1992. 

Secuencias motoras - circuito corticoestriatal. 

 

En trabajos de registro de la actividad neuronal del núcleo estriado del Dr. Shultz y 

el Dr. Romo encontraron que existe actividad eléctrica que precede al movimiento. 

Esta se relacionó a una actividad similar observada en diferentes cortezas 

sugiriendo que podría estar codificando parámetros de la preparación de la 

ejecución motora (Figura 3)(Schultz & Romo, 1992).   

 

Figura 3.  Los registros electrofisiologicos de actividad unitaria en el núcleo caudado muestran 
actividad anticipatoria a la ejecución de una acción. 
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En experimentos en roedores se encontró que la eliminación de los receptores 

NMDA en el estriado disminuye la variabilidad en la realización de secuencias de 

acciones. Sugiriendo que es menos probable que los animales puedan seleccionar 

un adecuado programa motor. Lo cual apoya la idea de que las conexiones cortico-

estriatales son necesarias para la apropiada selección y aprendizaje de acciones 

(Jin & Costa, 2010, 2015). 

De la misma manera en la que se sugiere que se debe dar una selección del 

engrama para el aprendizaje y ejecución de una secuencia de acciones, se propone 

que debe de existir una selección opuesta mediada por una depresión sináptica 

para aquellos engramas que no son adecuados para la ejecución de una secuencia 

de acciones determinada (Groszer et al., 2008; Gerdeman et al., 2002). Por ejemplo, 

en animales a los que se les elimina el gen FoxP2 en el estriado son incapaces de 

generar secuencias de acciones. Esta incapacidad se asocia con alteraciones de la 

depresión de largo plazo en las sinapsis cortico estriatales (French et al., 2011; 

Haesler et al., 2007). Evidenciando que la plasticidad del cicuito corticoestriatal tiene 

un papel importante para generar secuencias de acciones motoras. 

Modelos funcionales de los ganglios basales 

 

Los modelos actuales que explican el funcionamiento de las vías de los ganglios 

basales se pueden categorizar en dos: el modelo de activación antagónica y el 

modelo de activación concurrente. 

El modelo de activación antagónica propone que las vías del estriado en cuanto a 

su función motora son opuestas. Esta propuesta se basa en experimentos en donde 

se sobre activa a las vías por medio de optogenética o farmacología (Durieux & 

Schiffmann, 2012; Kravitz et al., 2010), encontrando que la activación de la vía 

directa potencia la locomoción mientras que la activación de la vía indirecta lo 

decrementa (Figura 4A). 

El modelo concurrente propone que ambas vías son necesarias durante el inicio de 

una ejecución motora. Esta propuesta se basa en experimentos de registros de 

actividad neuronal, en donde se encontró que ambas vías se activan al inicio de la 
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ejecución de movimientos aprendidos (Cui et al., 2013)  (Figura 4B) y movimientos 

naturales (Tecuapetla et al., 2014). En estudios recientes se ha encontrado que los 

ensambles espaciotemporales de ambas vías del estriado codifican conductas 

motrices específicas, habiendo una relación espaciotemporal y concurrente de las 

vías para la realización de secuencias motoras (Barbera et al., 2016; Klaus et al., 

2017; Parker et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Experimentos en el estriado de ratones donde se ejemplifica a los modelos funcionales 
de las vías de los ganglios basales. A) Desplazamiento de un animal al activar a la vía directa 
(izquierda) o activando la vía indirecta (derecha) por medio de optogenética (Kravitz et al 2010). B) 
Experimentos de registro de actividad neuronal por imagenología de calcio mostrando que existe 
actividad concurrente de las vías al inicio de presionar una palanca (Cui et al 2013). 
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Un tercer modelo en donde se reconcilian las dos propuestas es el de selección e 

inhibición de programas motores (Mink, 1996). Se propone que las vías de los 

ganglios basales pueden estar seleccionando programas motores competitivos; 

promoviendo los programas motores deseados a través de la activación de la vía 

directa e inhibiendo los no deseados a través de la vía indirecta. En este esquema 

la actividad concurrente de las vías podría tener una funcionalidad opuesta al 

seleccionar e inhibir los programas motores; sin embargo, existe muy poca 

evidencia en favor de esta propuesta (Kim et al., 2017).  

Como resumen de ambos modelos el de activación antagónica y el de activación 

concurrente, el incremento de la vía directa está asociada a la facilitación de los 

movimientos (Jin & Costa, 2015; Kravitz et al., 2010), por lo que dicha actividad 

puede estar permitiendo la iniciación/ejecución de secuencias de acciones. Sin 

embargo, para el caso de la contribución de la vía indirecta, desde el punto de vista 

del modelo antagónico versus el de activación concurrente, el escenario es más 

complejo. Esto debido a que al activar a esta vía se observa que la locomoción 

decrementa (Kravitz et al., 2010) pero también se ha observado que al activarla los 

animales abortan la ejecución de una secuencia motora sin decrementar la 

locomoción (Tecuapetla et al., 2016). A demás, cuando solo se registra la actividad 

de ambas vía se observa una co-activación cuando los animales inician acciones 

condicionadas (Cui et al., 2013) y cuando realizan movimientos naturales 

(Tecuapetla et al., 2014). 
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Planteamiento del problema 

 

Se ha demostrado que la participación de las vías de los ganglios basales contribuye 

al control motor en diferentes aspectos: el inicio y ejecución de secuencias motoras 

(Jin et al., 2014; Rueda-Orozco & Robbe, 2015; Tecuapetla et al., 2016), incremento 

y decremento de la movilidad (Durieux & Schiffmann, 2012; Kravitz et al., 2010), 

codificación de la velocidad de los movimientos (Rueda-Orozco & Robbe, 2015; Yttri 

& Dudman, 2016), tiempo a iniciar y a abortar una secuencia (Tecuapetla et al., 

2016) y codificación espaciotemporal en movimientos naturales (Barbera et al., 

2016; Klaus et al., 2017; Parker et al., 2018). No obstante, aún no queda claro cuál 

es la participación de cada una de las vías para la realización de programas motores 

que incluyan cadenas de secuencias de acciones. Mientras que, en los 

experimentos de activación de las vías se muestra un efecto antagónico; los 

experimentos de lectura de la actividad neuronal muestran una co-activación de las 

vías para iniciar los movimientos. El esquema se vuelve más complejo cuando la 

estimulación en diferentes compartimentos del estriado propicia efectos contrarios 

sobre el inicio de acciones (Carvalho Poyraz et al., 2016; Tecuapetla et al., 2016). 

Por lo que se necesitan estudios que nos ayuden a entender cuál es la contribución 

de ambas vías en la generación de secuencias motoras en cadena. 

En el presente trabajo proponemos registrar la actividad de las neuronas estriatales 

durante la generación de cadenas de dos secuencias de acciones y en su 

aprendizaje. Esto con la finalidad de evaluar cómo se modulan las dos vías de los 

ganglios basales en la generación de una cadena de secuencias de acciones y 

profundizar en el entendimiento sobre su papel en el control motor.  
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Pregunta experimental   

 

¿Cómo se modula la actividad de las neuronas estriatales de las vías de los ganglios 

basales al concatenar dos secuencias en una cadena de acciones? 

 

Hipótesis 
 

Dado que se sugiere la actividad de la vía indirecta contribuye a disminuir a los 

movimientos, y la actividad de la vía directa contribuye a facilitar los movimientos: 

 

1) La vía indirecta se activará preferentemente durante la transición entre las dos 

secuencias que conforman una cadena de secuencias de acciones. 

2) La vía directa se activará preferentemente durante el inicio de una cadena de 

acciones. 
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METODOLOGIA 
 

Todos los experimentos presentados se realizaron bajo el protocolo aprobado por 

la comisión de manejo de animales experimental del instituto de Fisiología Celular 

(CICUAL: FTA2017). 

Modelo de estudio. 

 
Para este estudio se trabajó con ratones silvestres y transgénicos de la cepa 

C57BL/6J de entre 2-4 meses de edad de ambos sexos. Con DNA de tejido de cola 

se realizó PCR en busca de la Cre-recombinasa, con el fin de identificar a los 

ratones transgénicos. Los animales utilizados para marcar a la vía directa fueron 

animales D1-Cre; línea EY217 (Figura5A) y la vía indirecta animales A2a-Cre: línea 

KG139 (Figura 5B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Cortes sagitales de  cerebros de ratones transgénicos  que muestran la especificidad de 
las líneas usadas para marcar la vía directa o indirecta del estriado. A) Corte sagital del cerebro de 
un ratón D1 Cre cruzado con la línea AI35 la cual expresa GFP en todas las neuronas que contienen 
Cre. Note a la marca en el estriado y sus proyecciones al globo pálido interno (aquí abrevidado como 
GPm) y hacía sustancia nigra (SNr) (http://www.gensat.org/ShowFounderLineImages.jsp?ge 
nsatFounderLine=EY217). B) Similar a A, en este caso para un animal A2A Cre. Notese la marca en el 
estriado y sus proyecciones hacia el globo pálido externo (GPe) (http://www.gensat.org/creGene 
View.jspfounder_id=64231&gene_id=93&backcrossed=false)(Imagenes tomadas de Tecupetla et al 
2016). 
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Una vez que los animales tuvieron dos meses de edad se realizó una cirugía 

esterotáxica para la expresión del sensor de actividad neuronal, implantación del 

micro-endoscopio e implantación de una barra de acero inoxidable en el cráneo, se 

profundizará más adelante sobre el protocolo de dicha cirugía. 

Para el sensor de actividad neuronal se inyecto un vector viral 

(AAV1.Syn.Flex.GCaMP6f.WPRE.SV40), el cual contenía una secuencia flex que 

se expresó solo en neuronas que contenían a la Cre recombinasa. Es decir, solo en 

neuronas de la vía directa (ratones D1-Cre) o en neuronas de la vía indirecta 

(ratones A2a-Cre). 

 

Implementación de una estrategia para entrenar ratones, en tareas de 

condicionamiento operante en cabeza fija. 

En el desarrollo de una estrategia para entrenar ratones en tareas de 

condicionamiento operante en cabeza fija, se construyó una caja de entrenamiento. 

Se utilizó el microprocesador Arduino para la ejecución y programación de la tarea 

conductual, el cual permite la salida y entrada de señales digitales y analógicas 

(Figura 6A). Para la adquisición de los datos se utilizó la interfaz Martin 0.1. 

El hardware de la caja de entrenamiento consistió en un sistema de palancas con 

sensores infrarrojos para el registró de las presiones (Figura 6B; palanca y 

sensor), servomotores para la exposición y retracción de palancas (100ms) (Figura 

6B; motor), LEDs que indicaban que palanca está activa y en posición para ser 

presionada (Figura 6B; LED), una bomba peristáltica para la presentación de la 

recompensa, sensor de lengüetazos por medio de un circuito abierto, (Anexo; 

Figura 25) y barras de acero inoxidable para condiciones de cráneo fijado (Figura 

6B; Barra). 

La disposición espacial del sistema fue con los ratones fijos dentro de un tubo frente 

al sistema de palancas a lado izquierdo y derecho. El dispensador de recompensas 

a la altura del hocico y lo suficientemente alejada para que los ratones pudieran 

hacer lengüetazos y obtener reforzador (Figura 6C). 
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Figura 6. Implementación del equipo para el desarrollo de secuencias de acciones por ratones con 
cabeza fija. A) Microprocesador Arduino que manda las instrucciones a los componentes de la caja 
y recibe información acerca de los sensores B) Sistema de una palanca con poste ajustable de altura, 
servomotor para la exposición y retracción, LED asociado y sensor infrarrojo para la detección. Parte 
inferior, placa de cabeza fija la cual se implanta en el cráneo del animal para mantenerlo fijo.  C)  
Esquema general del funcionamiento de la caja. Dos palancas con motores asociados y sensor 
infrarrojo para detectar las presiones. Dos LEDs para indicar la palanca activa. Dispensador de 
recompensa con sensor para monitorear los lengüetazos del animal. Tubo para el cuerpo en donde 
se encuentra al animal fijado. 
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Descripción del entrenamiento en ratones a desarrollar secuencias de acciones 

guiadas. 
 

El entrenamiento de los ratones a desarrollar una cadena de secuencias de 

acciones constó de cuatro etapas. De la etapa 2 a la 4 hubo dos sesiones por día, 

la primera en la palanca izquierda y la segunda en la palanca derecha. Cada sesión 

duro 30 minutos o con un número fijo de reforzadores de 45 a 75 por sesión. A 

continuación, se detalla a cada una de las etapas:  

Etapa 1: Habituación (5 sesiones).  

Esta etapa consistió en acostumbrar a los ratones al sistema en cráneo fijo (Guo 

et al., 2014) (Figura 7A). 

 

Etapa 2: Pre entrenamiento (2 sesiones)  

Los animales fueron expuestos a una palanca. Durante estas sesiónes cada presión 

liberó una recompensa (10 microlitros de suplemento alimenticio Ensure al 50%). 

(Figura 7A). 

Etapa 3: Secuencias de acciones (15 sesiones).  

Se entrenó a los animales a realizar series de presiones en un tiempo límite para 

obtener una recompensa, presentándoles primero la palanca izquierda y después 

la derecha. 3 sesiones: 8 presiones en 12 segundos, 3 sesiones 4 presiones en 8 

segundos, 3 sesiones 4 presiones en 4 segundos. Cuando los animales no cumplían 

lo que se les requería las palancas se retrajeron por 10 segundos (tiempo fuera). 

(Figura 7B). 

Etapa 4: Cadenas de secuencias de acciones (8 sesiones).  

Está etapa se dividió en dos partes. En la primera los animales tuvieron que 

presionar cuatro veces en la palanca izquierda seguido de dos presiones en la 

palanca derecha con un tiempo límite de ocho segundos para obtener un reforzador 

(4-2P/8seg). La siguiente parte consistió en que los animales presionaran cuatro 

veces en la palanca izquierda seguido de cuatro presiones en la palanca derecha 

en un tiempo límite de ocho segundos (4-4P/8seg). Las sesiones de entrenamiento 
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de esta etapa fueron de una hora o hasta que el animal consiguió un límite de 

recompensas (Figura 7B). 

 

Figura 7. Descripción general del entrenamiento de sujetos experimentales a desarrollar 
secuencias de acciones. A) Línea del tiempo del protocolo de entrenamiento, cirugías y días de 
registro de los ratones experimentales. B) Imagen representativa de la tarea conductual en sus 
distintas etapas de desarrollo. 8P/12seg, 8 presiones en un tiempo límite de doce segundos, dos 
sesiones por día, izquierda y derecha. 4P/8seg, 4 presiones en un tiempo límite de ocho segundos, 
dos sesiones por día, izquierda y posterior derecha. 4P/4seg, 4 presiones en un tiempo límite de 
cuatro segundos, una sesión por día. 4-2P/8seg cuatro presiones izquierdas seguido de dos 
presiones derecha para obtener un reforzador en un tiempo límite de ocho segundos, tres sesiones. 
4-4P/8seg Secuencias en cadena cuatro presiones izquierdas seguido de cuatro presiones derecha 
para obtener un reforzador en un tiempo límite de ocho segundos. 
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GCaMP como reportero de la actividad neuronal  

 

Para registrar la actividad neuronal utilizamos la proteína  indicadora de calcio 

genéticamente codificada (GECI; por sus siglas en inglés, GCaMP6f)(Chen et al., 

2013). La GCaMP6f está constituida por una proteína fluorescente cpEGFP y una 

calmodulina que actúa como agente quelante de Calcio unida al péptido M13 

(Figura 8A). Al incrementar el calcio intracelular en una neurona que exprese 

GCaMP6f la calmodulina sufre un cambio conformacional afectando a la cpEGFP, 

aumentando la fluorescencia de GCaMP6f. Por lo tanto, al medir el cambio en 

fluorescencia de las neuronas conGCaMP6f obtenemos información directa de su 

actividad.  

Implante de microendoscopios y transfección de GCaMP6f. 

 

Para la visualización de GCaMP6f se realizaron dos procedimientos quirúrgicos con 

diferencia de 7 días. En el primer procedimiento se inyectó 500nl del vector viral 

AAV1.Syn. Flex.GCaMP6f. WPRE.SV40, en una dilución 1:8 por medio de un micro-

inyector (Nanoject 2.0; Drummond scientific) y pipetas de borosilicato de 50μm de 

diámetro (Figura 8B). Las coordenadas de inyección se ilustran en la Figura 8E.  

Después de siete días de expresión se realizó el segundo procedimiento donde se 

implanto un microendoscopio de 500um de diámetro y 8.4 mm de largo (GRIN lens 

Inscopix) dentro del estriado dorsal (Figura 8D). 
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Figura 8. GcamP6f como reportero de actividad neuronal. A) Estructura proteica del GECI GCaMP6f 
(Chen et al 2013) B) Cirugía para la transfección del vector viral con el GECI GCaMP6f. C) 7 días de 
expresión de GCaMP6f. D) Representación del endoscopio implantado para el registro en las 
neuronas transfectadas (Figura modificada de Inscopix inc) E) Coordenadas de transfección e 
implante del endoscopio. F) Vista obtenida con microcopia confocal y microendoscopio de neuronas 
que expresan GCaMP6f dentro del estriado dorsal. 
 

Adquisición de transitorios de neuronas estriatales por GCaMP6f 
 

Para el análisis de la actividad neuronal, se obtuvieron videos de los cambios 

en fluorescencia de GCaMP6f por medio de microscopia confocal (Microscopio 

Zeiss LSM 710 Confocal, ZEISS Microscopy) con un objetivo de 10X (EC Plan-

Neofluar 10X/0.3, ZEISS Microscopy) con la apertura del "pinhole" ajustada para 

tener un plano focal de 10 micras. Con una longitud de onda de excitación de 488nm 

y un rango de obtención de la emisión de 500nm a 600nm. Con una resolución de 

330 por 330pixeles y un tamaño de imagen de ~450um2. El poder del láser en la 

parte externa del microendoscopio fue de ~0.1mw. La tasa de adquisición fue a 4Hz 

en los primeros animales y 10Hz para los últimos. (Figura 9A). Cada animal tuvo 1-

4 sesiones de registro. Cada sesión de registro consistió en dos a tres videos de 15 

minutos que se concatenaron por sesión individual. 
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Se corrieron experimentos control para descartar que estas condiciones pudiesen 

dar falsos positivos de cambio en fluorescencia por movimiento (ver: anexos Figura 

26). 

A cada sesión de registro se le corrigió aberraciones de movimiento a través del 

software Image J -TurboReg. La selección de neuronas se realizó por medio del 

algoritmo CNMF-E (Pnevmatikakis et al., 2016; Zhou et al., 2016). Dicho algoritmo 

funciona de manera semiautomatizada, requiere de parámetros definidos como el 

tamaño estimado máximo-mínimo de un soma neuronal, tasa de adquisición y un 

umbral de correlación de pixeles (Figura 9B). Al proporcionarles estos parámetros 

el algoritmo trabaja de manera semi-automatizada con correlaciones temporales y 

espaciales de pixeles para generar las regiones de interés óptimas por neurona. Se 

iteró cinco veces para confirmar que las señales que se adquirieron fueran 

correctamente seleccionadas. Por este medio se calculó el ruido de fondo de la 

imagen el cual se substrae de la señal original y se obtuvo los transitorios de calcio 

para cada una de las neuronas registradas (Figura 9D, E y F).   

 

Figura 9. Extracción de ROIs por CNMF-E. A) Registro original obtenido con microscopia confocal y 
endoscopios en neuronas estriatales. B) Cálculo de los parámetros iniciales, en este caso índice de 
la correlación de pixeles. C) Inicialización, regiones de interés calculadas en una aproximación rápida 
con los parámetros iniciales. D) Regiones de interés posterior a la iteración y análisis de 
componentes espaciales y temporales. E) Número y contorno de neuronas calculadas. F) 
Transientes de calcio de las neuronas calculadas. 
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Alineamiento de las señales de calcio con las señales de la conducta. 

 

Los transitorios de calcio por neurona se alinearon a eventos conductuales. Para 

alinear ambas señales (conducta y registro) y debido a que una de las preguntas 

que planteamos es si la activación de calcio sucedía antes del palanqueo, se realizó 

un remuestreo de la señal de calcio (por aproximación de la fracción racional) 

(Figura 10A y B). Se realizó esto con el fin de obtener más puntos de la señal de 

calcio con una tasa de adquisición de 4Hz o 10Hz y compararla con el registro 

conductual 9 KHz.   

 

Determinación de neuronas moduladas durante la conducta 

 
Las neuronas registradas fueron categorizadas como moduladas de acuerdo a una 

métrica de área bajo la curva de la Característica Operativa del Receptor (auROC). 

Para esto se tomó la florescencia por ensayo de cada neurona, construyendo una 

distribución de los ensayos. Se tomó la fluorescencia promedio en un tiempo basal 

de -4 a -2 segundos antes de que los animales iniciaran el palanqueo y se comparó 

con los valores de fluorescencia por ventanas de tiempo de 200ms movibles cada 

20ms durante la realización de las cadenas de secuencias (Figura 10C). Se 

tomaron como unidades moduladas a las neuronas con valores por arriba de 0.55, 

o por debajo de 0.45 de auROC y con un valor de significancia p<0.05 en una prueba 

de permutación (Figura 10D) (Britten et al., 1992; Cohen et al., 2012; Xu 2006).  
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Se utilizó un método de categorización binaria de la actividad neuronal posterior al 

análisis de auROC. Este consistió en alinear los registros de calcio al inicio-final de 

la secuencia uno (Evento 1 y 2) y secuencia dos (Evento 3 y 4) (Figura 11 A). Se 

tomó 500ms antes y después de cada evento y se evaluó si la neurona se moduló 

para cada periodo de tiempo. Si el valor de fluorescencia promedio de todos los 

ensayos conductuales fue mayor o menor a dos desviaciones estándar con respecto 

Figura 10. Análisis de la actividad neuronal registrada. A) Transitorio de calcio en cinco 
secuencias de presiones. B) Alineación del registro de una neurona en todos los ensayos al 
inicio de una secuencia. C) Distribución de los valores fluorescencia por ensayo de la basal y el 
evento a comparar. D) Métrica de área bajo la curva de auROC en tres ejemplos para 
determinar si la neurona fue modulada positivamente o negativamente. 
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a la basal de cada neurona entonces se tomó como neurona modulada en ese bin 

de tiempo. Si la neurona se moduló por arriba de la basal se colocó en un vector un 

1 y un -1 si la neurona se moduló por debajo de la basal. Es decir, si la neurona se 

moduló positivamente para el inicio de la secuencia uno, el vector de modulación 

para esa neurona seria (1,0,0,0,0,0,0,0). Se construyó una matriz de vectores y se 

definieron cinco categorías de neuronas: inicio, transición, final, límites y cadena 

(Figura 11B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Modulación binaria. Ejemplos de vectores para la categorización de tipos de 
modulación de las neuronas. A) Tarea conductual de realización de cadenas de acciones Ba) 
Modulación de inicio de la cadena Bb) Modulación de transición de la secuencia Bc) Modulación de 
final de la cadena Bd) Modulación a los límites de la cadena Bg) Modulación durante toda la cadena.  
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RESULTADOS   
 

Con el fin de facilitar la lectura de los resultados, este apartado se presenta 

en 4 capítulos. Capítulo I: Datos conductuales que muestran que los ratones son 

capaces de aprender y realizar una cadena de dos secuencias de acciones en 

condiciones de cráneo-fijo. Capítulo II: Datos de la optimización de la expresión de 

GCaMP6f en neuronas estriatales para la imagenología de calcio. Capítulo III: 

Monitoreo de la actividad de las vías estriatales en la realización de cadenas de 

secuencias de acciones (fase última del entrenamiento). Capítulo IV: Datos de la 

modulación de la actividad de neuronas estriatales de las dos vías. Esto durante 

dos fases del aprendizaje a realizar cadenas de secuencias, i) cuando se realizaron 

secuencias individuales, ii) primer día en que los animales realizaron la cadena de 

secuencias. 

Capítulo I: Los ratones son capaces de concatenar dos secuencias de acciones en 

una cadena rápida. 

 

En el entrenamiento de los animales a realizar secuencias de acciones (Figura 

12A), la figura 12B muestra el progreso de los animales a realizar presiones en 

secuencias cada vez más rápidas. Nótese que en las primeras etapas (8P/12seg, 

4P/8seg) hubo dos sesiones al día, mientras que en las fases tardías (4-2P/8seg, 

4-4P/8seg) las dos secuencias se intercalaron en una sola cadena. La figura 12C 

muestra histogramas de frecuencias de los intervalos en la secuencia 1 (gris) y en 

la secuencia 2 (rojo) (n=23 animales); ilustrando que el tiempo para realizar las 

secuencias se acorto conforme avanzo el entrenamiento (Tiempo promedio en 

realizar una secuencia:  8P/12s= 5.9±1.6, 4P/8seg= 2.9±1.5, 4P/4seg= 1.63±0.7, 4-

2P/8seg= 1.29±0.96, 4-4P/8seg= 1.62±0.89; p<0.0001(1vs2,3,4,5), 

p<0.0001(2vs3,4,5), p<0.05(3vs4), p<0.05(4vs5),  Kruskal-Wallis, Figura 12D). De 

la misma manera, los ratones realizaron con mayor rapidez la cadena de acciones 

(Intervalo de presiones 4P/4seg = 0.93±0.29, 4-2P/8seg= 0.68±0.28, 4-4P/8seg= 

0.49±0.1, p<0.05(3 vs 4,5), p<0.05(4 vs 3,5) Kruskal-Wallis, Figura 12D).  
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Figura 12. Los ratones son capaces de desarrollar cadenas de secuencias de acciones en 
condiciones de cabeza fija. A) Esquena de la tarea conductual en sus distintas etapas B) Gráfico de 
presiones en secuencia; ejemplos representativos de la realización de secuencias- cadenas en la 
última sesión de cada etapa. Gris, secuencia izquierda, rojo, secuencia derecha C) Ajuste kernel de 
la distribución de las presiones al final de cada etapa conductual de 23 ratones. D) Gráfico que 
muestra el tiempo de ejecución durante el entrenamiento de los ratones en las distintas etapas 
conductuales, en flechas azules se muestran los días de registro. E) Gráfico que muestra el 
desempeño conductual en la tarea medido como el número de ensayos correctos, entre el número 
de intentos, en flechas azules los días de registro E: animales con endoscopio, No E: animales que 
no tuvieron endoscopios. 



 

30 
 

El desempeño (medido como el número de secuencias correctas entre el número 

de intentos totales) también mejoró en el desarrollo de secuencias de acciones 

rápidas y en cadena de secuencia comparando las primeras dos etapas iniciales del 

desarrollo de secuencias de acciones y cadena de secuencias (Número de 

secuencias correctas entre el número de intentos totales: 8P/12s= 0.51±0.1, 4P/4s= 

0.76±0.1, p<0.0001, Kruskal-Wallis; 4-2P/8seg=0.58±0.1, 4-4P/8seg= 0.68±0.1, 

p<0.05, U Mann Whitney, Figura 12E).  

En las etapas en donde se hicieron los registros se realizó la cuantificación de 

distintas métricas como: La latencia iniciar, que es el tiempo que tardaron los 

animales iniciar las secuencias una vez que se les presentó la palanca para 

presionar, el tiempo de ejecución de las secuencias y cadena, el tiempo a transitar 

de la secuencia uno a la dos y el intervalo temporal de las presiones. Para el caso 

de la latencia a iniciar no se encontraron diferencias significativas al comparar la 

última sesión de 4P/4seg contra la primera sesión de 4P-2P/8seg y la última de 4P-

4P/8seg, (n=21, 8±5.9seg para 4P/4seg, n=17 11±7seg para 2P/8seg, n=17 

13±6seg para 4P-4P/8seg, p>0.05, Kruskal-Wallis) (Figura 13A). En el tiempo total 

de la ejecución de la cadena, se encontró una disminución significativa en el tiempo 

de la realización de la cadena (4-2P/8seg) versus la realización de las dos 

secuencias de manera individual 4p/8seg, pero no para los tiempos de la cadena 

comparando la fase temprana versus la tardía (datos: Figura 13B). 

Sorprendentemente lo que si observamos es que los animales hicieron más rápido 

el cambio entre secuencias, disminuyendo el tiempo de transición (n=21, 10±2seg 

para 4p-4seg, n=17 3.6±0.8 seg para 4p-4seg, n=17 1.6±0.2 seg para 4p-4seg, 

p<0.05, Kruskal-Wallis) (Figura 13C). 

Para los intervalos entre presiones de las secuencias realizadas no se encontró 

diferencias significativas en la manera que presionaban en las etapas evaluadas 

(n=42, 0.38±0.2 seg para 4P-4seg, n=33 0.38±0.1 seg para 4P-4seg, n=30 0.4±0.1 

seg para 4P-4seg, p>0.05, Kruskal-Wallis) (Figura 13D). 
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Figura 13. Medición de parámetros en la ejecución de secuencias individuales y cadena de 
secuencias de acciones. A) Latencia a iniciar las secuencias o cadena, panel inferior comparación de 
las tres etapas de registro. B) Tiempo en desarrollar la secuencia o la cadena en el intervalo entre 
presiones promedio, panel inferior comparación de las tres etapas de registro. C) Tiempo a transitar 
de una secuencia a otra, panel inferior comparación de las tres etapas de registro D) Intervalos entre 
presiones de cada una de las secuencias, panel inferior comparación de las tres etapas de registro. 

 

Como resumen de este capítulo, los animales son capaces de realizar cadenas de 

secuencias en cabeza fija. El desempeño mejoro y el tiempo de la ejecución de 

secuencias se aceleró conforme avanzó en el entrenamiento. La latencia para iniciar 

no mostro diferencias. Las cadenas de acciones cada vez fueron más rápidas como 

resultado de la aceleración de la transición y no del acortamiento de los intervalos 

entre presiones. 
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Capítulo II: Optimización de la expresión de GCaMP6f en neuronas estriatales 

para la imagenología de calcio. 
 

Para obtener registros funcionales de la actividad neuronal en la tarea conductual 

se realizaron experimentos de diferentes diluciones del vector viral para la expresión 

de GCaMP6f. El número de células expresando GCaMP6f en las diferentes 

diluciones no mostro diferencias (Media por cuadrante: No dilución= 4.3±2, 

1:1=4.9±3, 1:2=4.8±3, 1:8=4.6±2; n=175 células promedio por condición, p>0.05, 

ANOVA; Figura 14G).   

La estimación de la intensidad de fluorescencia se realizó tomando regiones de 

interés de las neuronas y normalizado los valores de fluorescencia al valor más alto 

de intensidad de todas las neuronas analizadas. En las diferentes diluciones se 

encontró que las diluciones presentaron una menor intensidad de la marca 

comparado con la condición no diluida (Media de intensidad por célula, No dilución= 

68.7%, dilución 1:1= 42.4%, dilución 1:2= 32.7%, dilución 1:8= 44.25%; n=46 células 

promedio por condición p<0.05, prueba ANOVA; Figura 14H). 

Para valorar si las diferentes diluciones repercutían en la calidad de la imagenología 

de calcio in vivo, en una serie de animales inspeccionamos los transitorios de calcio 

en animales tratados con diferentes diluciones e implantados con endoscopios para 

visualizar a las neuronas estriatales. De este set de experimentos observamos que 

la dilución 1:8 mostro la más alta probabilidad de registro in vivo (evaluado como 

proporción de animales presentando imagen con transitorios de calcio) (Figura 14I). 

Como resumen de este capítulo, la dilución 1:8 del vector viral GCaMP6f presento 

mejores condiciones de registro. Razón por la que se utilizó en los siguientes 

experimentos de registro en las vías de los ganglios basales. 
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Figura 14. Estandarización de la expresión del sensor de calcio GCaMP6f-Syn en el estriado dorsal 
de ratones(C57BL/6J). A) Expresión de GcaMP6f en el estriado dorsal de ratones en verde y en azul 
núcleos marcados con intercalador de DNA Hoechst. B) C) D) E) Expresión de GcaMP6f en distintas 
diluciones, No Diluido, 1:1, 1:2 y 1:8 respectivamente. Inserto representativo de donde se realizó 
conteo celular por cuadrante (Dimensiones de 607x607µm por 6.3µm en el eje Z con 28 imágenes 
por dilución). F) Imagen representativa de los 36 cuadrantes creados para hacer el conteo celular, 
en dilución 1:8 G) Media y error del conteo de células por cuadrante de las distintas diluciones.  H) 
Valor de fluorescencia normalizado al valor más alto de intensidad. I) Probabilidad de obtener 
imagen funcional en las distintas diluciones. 
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Capitulo III: Actividad de las neuronas del estriado dorsal durante la realización de 

una cadena de dos secuencias de acciones 
 

Con los parámetros obtenidos en la fase de optimización, realizamos imagenología 

de calcio in vivo en neuronas estriatales pertenecientes a las vías de los ganglios 

basales, vía directa y vía indirecta. Durante la ejecución cadenas de secuencias de 

acciones (fase 4-4P/8 segundos), colectando datos de un total de 14 animales 

(Figura 15A). De estos animales registramos un total de 390 neuronas. Al comparar 

la actividad basal de las neuronas (4 segundos previos al inicio de la cadena o 

secuencia) contra ventanas de tiempo durante la realización de cadenas de 

acciones, el 68 % mostraron ser moduladas (265 neuronas, Figura 15B). La figura 

15C muestra el valor de modulación con respecto a la basal por ventana de tiempo, 

de cada una de estas neuronas moduladas a lo largo de la realización de la cadena 

de secuencias. La Figura 15D muestra ejemplos representativos de los diferentes 

tipos de modulación que presentaron distintas neuronas: de manera descendente 

una unidad que se activó al inicio, otra durante la transición de una secuencia a otra, 

una que se activa al final de la cadena, una que se modula en los límites de la 

cadena y finalmente una neurona que se modulo durante toda la cadena de 

acciones (Figura 15Di-Dv). Del lado derecho de cada uno de estos ejemplos 

representativos se muestran los ensayos individuales de cada ejemplo. 
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Figura 15. Actividad estriatal en la cadena de secuencias de acciones. A) Esquema conductual de 
la cadena de secuencias de acciones. B) Porcentaje de neuronas estriatales moduladas por auROC 
(n=14 animales). C) Valores de la auROC de neuronas estriatales en la cadena de secuencias de 
acciones. D) Ejemplos de diferentes neuronas moduladas a lo largo de la cadena de secuencias de 
acciones, de manera descendente se observan neuronas de inicio, transición, final, limites, y de 
cadena. Lado derecho ensayos individuales correctos que componen al promedio presentado a la 
izquierda. 
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Las neuronas estriatales de las vías de los ganglios basales se modulan 

diferencialmente durante la realización de una cadena de secuencias de acciones. 
 

Con el fin de dilucidar la actividad de las neuronas estriatales de cada una de las 

vías durante la realización de una cadena de acciones, se registró su actividad por 

medio de GCaMP6f y endoscopios en 6 ratones A2A-Cre GCaMP y 8 D1-Cre 

GCaMP. La figura 16 muestra fotos coronales representativas de un ratón A2a-Cre 

y un D1-Cre. Las figuras 16B y D muestran en donde se ubicaron los endoscopios 

de registro en los animales mencionados para cada línea.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Sitios de registro de neuronas de la vía indirecta (A2a-Cre GCaMP) y vía directa (D1-Cre GCaMP). 
A) Corte coronal de ratón A2a-Cre en donde se muestra el sitio de transfección y la marca dejada por el 
endoscopio. B) Sitios de registro de 6 animales a2- Cre. C) Corte coronal de ratón D1-Cre en donde se muestra 
el sitio de transfección y la marca dejada por el endoscopio. D) Sitios de registro de 8 animales D1-Cre. 
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De las neuronas registradas, el 46% (133/288 dSPN) y el 66% (67/102 iSPN) de la 

vía directa e indirecta fueron moduladas respectivamente y con categorización 

binaria durante la realización de la cadena de secuencias de acciones (ver métodos) 

(Figura 17B). Dentro de la clasificación binaria se observó categorías que se 

comparten entre las vías, difiriendo en la composición de neuronas que compone a 

cada una de las categorías (Figura 17C-D).    

 

Figura 17 Actividad de neuronas durante la realización de cadenas de secuencias, fase tardía. A) 
Etapa conductual en la cadena de secuencias de acciones. B) Porcentaje de neuronas moduladas 
para cada una de las vías. C) Transitorios de calcio para neuronas moduladas de la vía directa 
clasificadas como neuronas de inicio, transición, final y de cadena. Panel derecho es el promedio de 
todas las unidades que forman la categoría. D) Transitorios de calcio para neuronas moduladas de 
la vía indirecta clasificadas como neuronas de inicio, transición, final, límites y de cadena. Panel 
derecho es el promedio de todas las unidades que forman la categoría. 
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Se comparó el número de neuronas totales poblacionales en cada categoría contra 

la media de las proporciones de la categoría por animal. Del total de neuronas 

registradas para la vía directa se encontró al inicio el 17% de neuronas moduladas 

y 14% la medía por animal, en la transición un total 5% contra un 10% por animal, 

en el final el 32% contra el 37% por animal, en los límites un total y media por animal 

del 2% y en la cadena un total del 43% contra el 36% por animal. No se encontraron 

diferencias significativas al comparar ambas proporciones (p=0.52, Chi2) (Tabla 1. 

D1-Cre). En el caso de las neuronas de la vía indirecta se registró un total y media 

por animal para la categoría de inicio del 18%, un total y media por animal del 27% 

para la categoría de transición, un total del 19% y una media por animal del 20% 

para la categoría de final, en la categoría de limites un total del 8% contra un 7% 

por ratón, y para la categoría de cadena un total y media por animal del 28%. No se 

encontraron diferencias significativas al comparar ambas proporciones (p=0.99, 

Chi2) (Tabla 1. A2a-Cre). 

D1-cre 

Ratones registrados     

1 2 3 4 5 6 7 8 Total 
Proporción 

% (Figura 
18) 

Media de 
proporciones 
por animal % 

Categorías  

Inicio 4 5 4 6 1 2 0 0 22 17 

 

14 

Transición  1 1 0 1 1 1 1 1 7 5 10 

Final  6 7 10 9 3 2 3 2 42 32 37 

Limites 0 0 1 1 1 0 0 0 3 2 2 

Cadena 13 14 14 9 4 1 1 1 57 43 36 

 Total 24 27 29 26 10 6 5 4 131   

 

A2a-Cre 

Ratones registrados     

1 2 3 4 5 6   Total 
Proporción 

% (Figura 
18) 

Media de 
proporciones 
por animal % 

Categorías 

Inicio 1 5 1 1 2 2   12 18 

 

18 

Transición  2 3 1 5 2 5   18 27 27 

Final  0 2 4 2 3 2   13 19 20 

Limites 0 2 1 1 0 1   5 8 7 

Cadena 4 2 2 8 3 0   19 28 28 

 Total 7 14 9 17 10 10   67   

              
 
Tabla 1 Número de neuronas por ratón registrado para ambas vías en la ejecución de cadena 
de secuencias de acciones (etapa tardía). 
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La comparación estadística por vía y por categoría se presenta en la Figura 18. La 

comparación de la distribución de proporciones por vías mostro ser diferente 

(p<0.05, Chi2). Resaltando como las principales diferencias la proporción de 

neuronas que se modularon durante la transición (vía directa 5% contra vía indirecta 

27% p<0.05, prueba de Fisher; 7/131 vía directa, 18/67 vía indirecta) y durante la 

ejecución de la cadena (vía directa 28/% contra vía indirecta 43%, p<0.05, prueba 

de Fisher, 19/67 vía indirecta; 57/131 vía directa). Nótese que, en las categorías de 

inicio, final y de limites no hubo diferencias significativas (p>0.05, prueba de Fisher). 

 

 

Figura 18 Proporción de neuronas moduladas en la fase tardía de la realización de cadenas de 
secuencias de acciones para la vía directa y la vía indirecta. 
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Capitulo IV: No se encontraron diferencias en las proporciones de neuronas 

reclutadas de la vía directa versus indirecta durante la fase temprana del 

aprendizaje a realizar la cadena de secuencias de acciones.  

 
Siguiendo la misma metodología descrita para la sección anterior se identificó que 

el 66% de las neuronas para ambas vías (22/33 vía directa y 40/81 vía indirecta) 

mostraron modulaciones y clasificación binaria durante la realización de la cadena 

en el primer día de concatenación de secuencias (Figura 19B).  

De manera importante se identificaron neuronas de ambas vías en las categorías 

de inicio, transición, final y cadena. Sin embargo, para la categoría de límites 

únicamente en la vía indirecta hubo neuronas modulándose (Figura 19C-D). 

 

Figura 19. Actividad de neuronas durante realización de cadenas de secuencias, fase temprana. A) 
Etapa conductual en la cadena de secuencias de acciones temprana. B)  Porcentaje de neuronas 
moduladas y no moduladas para cada una de las vías. C) Transitorios de calcio para neuronas 
moduladas de la vía directa clasificadas como neuronas de inicio, transición, final, límites y de 
cadena D) Transitorios de calcio para neuronas moduladas de la vía indirecta clasificadas como 
neuronas de inicio, transición, final, límites y de cadena. 
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Se comparó para el primer día de la cadena el número de neuronas poblacionales 

por categoría contra la media de las proporciones de la categoría por animal. Del 

total de neuronas registradas para la vía directa se encontró al inicio el 27% de 

neuronas moduladas y 30% la medía por animal, en la transición un total 14% contra 

un 13% por animal, en el final el 27% contra el 26% por animal y en la cadena un 

total del 32% contra el 30% por animal. No se encontraron diferencias significativas 

al comparar ambas proporciones (p=0.96, Chi2) (Tabla 2. D1-Cre). En el caso de 

las neuronas de la vía indirecta se registró un total y media por animal para la 

categoría de inicio del 23%, un total del 18% y media por animal del 15% para la 

categoría de transición, un total del 38% y una media por animal del 35% para la 

categoría de final, en la categoría de limites un total del 8% contra un 10% por ratón, 

y para la categoría de cadena un total del 15% y media por animal del 17%. No se 

encontraron diferencias significativas al comparar ambas proporciones (p=0.94, 

Chi2) (Tabla 2. A2a-Cre). 

 
Tabla 2. Número de neuronas en las categorías por ratón registrado para ambas vías. 

D1-cre 

Ratones registrados     

1 2       Total 

Proporción 
% (Figura 

20) 

Media de 
proporciones 
por animal % 

Categorías  

Inicio 4 2       6 27 

 

30 

Transición  1 2       3 14 13 

Final  2 4       6 27 26 

Limites 0 0       0 0 0 

Cadena 2 5       7 32 30 

 Total 9 13       22   

              

A2a-Cre 

Ratones registrados     

1 2 3 4     Total 

Proporción 
% (Figura 

20) 

Media de 
proporciones 
por animal % 

Categorías  

Inicio 1 4 2 2     9 23 

 

23 

Transición  0 2 2 3     7 18 15 

Final  1 2 7 5     15 38 35 

Limites 1 1 0 1     3 8 10 

Cadena 1 3 1 1     6 15 17 

 Total 4 12 12 12     40   
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Figura 20. Proporción de neuronas moduladas en la secuencia de acciones en cadena temprana 
para la vía directa y la vía indirecta. 

 

La comparación de las proporciones para las vías en la cadena de secuencias de 

acciones temprana no mostro ser diferente (p>0.05, Chi2). De manera importante 

ambas vías se modularon de manera similar en la transición (vía directa 14% contra 

vía indirecta 17%, p>0.05, prueba de Fisher, 3/33 vía directa; 7/61 vía indirecta). La 

categoría de cadena tampoco mostró diferencias significativas en la proporción de 

neuronas moduladas (vía directa 32% contra vía indirecta 15%, p>0.05, prueba de 

Fisher, 7/22 vía directa; 6/40 vía indirecta).  
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No se encontraron diferencias en las proporciones de neuronas reclutadas de la 

vía directa versus indirecta durante la realización de secuencia individuales antes 

de aprender a hacer cadenas de secuencias. 
 

Siguiendo la misma metodología descrita para la sección anterior, durante la 

realización de secuencias individuales (4P/4Seg), previo al entrenamiento a realizar 

cadenas de secuencias de presiones se identificó que el 36% y el 46% de las 

neuronas de la vía directa e indirecta respectivamente (12/37 vía directa y 34/64 

neuronas) mostraron modulaciones y clasificación binaria durante la realización de 

las secuencias individuales (Figura 21B). En esta etapa del aprendizaje la 

proporción de las categorías existentes no mostro diferencias significativas (Para la 

vía directa contra la indirecta, inicio 50% vs 38%; Final 33% vs 35%; Cadena 17% 

vs 27%; p>0.05, Chi2) (Figura 22). 

 

Figura 21. Actividad de neuronas durante la realización de secuencias individuales. A) Etapa conductual en 
la cadena de secuencias de acciones temprana. B) Porcentaje de neuronas no moduladas y moduladas, para 
cada una de las vías. C) Transitorios de calcio para neuronas moduladas de la vía directa clasificadas como 
neuronas de inicio, final y cadena. D) Transitorios de calcio para neuronas moduladas de la vía indirecta 
clasificadas como neuronas de inicio, final y de cadena. 
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Comparación de la modulación de las vías a lo largo del aprendizaje al realizar 

una cadena de dos secuencias de acciones. 

 

Para responder si las vías se modularon de manera diferencial a lo largo del 

entrenamiento a realizar cadenas de secuencias se realizó la comparación de las 

proporciones de neuronas moduladas por vía a lo largo de las tres etapas de registro 

(1: secuencias independientes; 2: fase temprana del aprendizaje a realizar cadenas 

de secuencias; 3: fase tardía de la realización de cadenas de secuencias). De esta 

comparación identificamos que la vía directa tuvo cambios significativos en el 

número de neuronas moduladas a lo largo de las tres etapas de registro [(1) 36%, 

(2) 66% vs (3) 45%, p<0.05, Chi2] (Figura 23A), pero no la vía indirecta [(1) 54%, 

(2) 66% vs (3) 66% p>0.05, Chi2) (Figura 23D). La comparación de las proporciones 

por categoría no mostro diferencias en la comparación para la vía directa (p>0.05, 

Chi2) (Figura 23B), pero si para la vía indirecta del día de secuencias individuales 

a la fase temprana del aprendizaje a realizar cadenas de secuencias (p<0.05, Chi2) 

(Figura 23E). Finalmente, al hacer una comparación de la proporción de neuronas 

moduladas dentro de cada una de las categorías se encontró que los mayores 

cambios para la vía directa en las tres etapas de registro fueron en el Inicio [(1) 50% 

vs (2) 27% vs (3) 17% p<0.05, Chi2 Cochran-Armitage] y Cadena [(1) 17% vs (2) 

32% vs (3) 43% p<0.05, Chi2 Cochran-Armitage] (Figura 23C). Mientras que para 

Figura 22. Proporción de neuronas moduladas durante la realización de secuencias 
individuales. 
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la vía indirecta fue en la etapa de inicio [(1) 38% vs (2) 23% vs (3) 18% p<0.05, Chi2 

Cochran-Armitage] y transición [(1) 0% vs (2) 17% vs (3) 27% p<0.05, Chi2 Cochran-

Armitage] (Figura 23F).  

 

 

Figura 23 Proporción de neuronas moduladas por categoría en tres etapas del aprendizaje al 
realizar cadenas de secuencias de acciones. A) Número de neuronas reclutadas para la vía directa 
1: la ejecución de secuencias independientes; 2: fase temprana del aprendizaje al realizar cadenas 
de secuencias; 3: fase tardía de la realización de cadenas de secuencias.  B) Proporción de neuronas 
para todas las categorías de la vía directa C) Comparación por categoría para las proporciones de 
neuronas moduladas en las tres etapas de registro de la vía directa. D-F) similar a A-C en este caso 
para neuronas de la vía indirecta. 
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DISCUSIÓN 
 
Los resultados presentados en este trabajo de tesis muestran que los ratones en 

condiciones de cabeza fija son capaces de realizar una cadena de dos secuencias 

de acciones (Figura 12-13) y que es posible monitorear la actividad neuronal de las 

vías estriatales, por medio del sensor de calcio GCaMP6f, endoscopios y 

microscopia confocal (Figuras 14-19), a lo largo del aprendizaje y ejecución de una 

cadena de dos secuencias de acciones (Figuras 17-23). Específicamente al medir 

la actividad de neuronas individuales de las vías estriatales identificamos que la 

proporción de neuronas que participan por vía y sus categorías de modulación son 

diferentes una vez que los animales ya realizan de manera estereotipada la cadena 

de secuencias de acciones (fase tardía de cadenas de secuencias; Figura 17-18), 

pero que esta diferencia entre vías no existió ni en la fase temprana de la cadena 

(Figura 19-20) ni cuando los animales realizaban secuencias independientes antes 

de concatenarlas en cadena (Figura 21-22). De manera importante también 

reportamos que la vía directa tiene un mayor reclutamiento de neuronas en la fase 

temprana de concatenación de dos secuencias de acciones (Figura 23) y que a lo 

largo del aprendizaje a realizar una cadena de secuencias de acciones la vía directa 

reclutó un mayor número de neuronas durante la transición y la vía directa durante 

la ejecución complete de la cadena de secuencias (Figura 23). 

 

Los animales concatenaron dos secuencias de acciones en una cadena de 

secuencias 

 

Los resultados obtenidos de la conducta muestran que los ratones son capaces de 

realizar cadenas de secuencias de acciones, en condiciones de cabeza fija, y van 

mejorando su desempeño conforme avanzo el entrenamiento (Figura 12-13). De 

manera muy importante identificamos que la latencia para iniciar, fue de alrededor 

de diez segundos. Esto a pesar de que la exposición de las palancas junto con la 

señal de los LEDs fue un estímulo que pensamos les indicaría cuando empezar, los 

animales esperaban estos 10 segundos antes de comenzar a presionar. Este 

resultado es muy importante, ya que al esperar tanto tiempo para iniciar nos permite 
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argumentar que los animales decidían cuando iniciar, en oposición a solo esperar 

el estímulo externo que les decía cuando empezar. Esto nos permite decir que los 

datos aquí presentados, en lo que respecta al inicio, muestran actividad estriatal 

detrás de una auto-iniciación de acciones, en oposición a acciones estimulo-

respuesta (Kandell et al., 2002). 

Para poder evaluar si los animales realmente concatenaron dos secuencias de 

acciones dentro de una sola cadena cuantificamos la manera en que presionaban. 

De estas mediciones observamos que a lo largo del entrenamiento los animales 

realizaron la cadena de secuencia de acciones cada vez más rápido. Esta reducción 

en tiempo no se debió a una modificación en la manera en la que presionaban (el 

intervalo de presiones no cambio; Figura 13D), sino a una disminución en el tiempo 

para transitar de la primera secuencia a la segunda (De 4 segundos en la fase 

temprana del entrenamiento a 1.2 segundos en la fase tardía; Figura 13C). Esta 

aceleración en la transición entre acciones ha sido previamente documentada como 

un argumento de concatenación de acciones (Jin et al., 2014). 

 

Imagenología de calcio por medio de GCaMP6f, microendoscopios, y microscopia 

fotónica. 

 

La adquisición de transitorios de calcio como reportero de la actividad de las 

neuronas estriatales ha sido ampliamente documentado ex vivo por el grupo del Dr. 

Bargas (García-Vilchis et al., 2018; Pérez-Ortega et al., 2016). Sin embargo, in vivo 

solo en los últimos años ha sido abordado (Barbera et al., 2016; Klaus et al., 2017; 

J. G. Parker et al., 2018). El presente trabajo constituye, dada la literatura revisada, 

una de las primeras aproximaciones a la imagenología de calcio en cabeza fija de 

neuronas del estriado mientras los animales desarrollan una conducta operante por 

medio de microendoscopios y microscopia confocal. La decisión de utilizar 

microscopia confocal se basó en que este tipo de microscopia nos permitió adquirir 

un plano focal de alrededor de 20 micras, incrementando la probabilidad de detectar 

un mayor número de neuronas en comparación a haber usado microscopia de dos 

fotones (plano focal de una micra) (datos de comparación no mostrados).  Una 
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posibilidad para explicar por qué obtuvimos mejor probabilidad de registro utilizando 

el vector viral de GCaMP6f diluido pudiera ser que al transfectar un menor número 

de partículas virales por neurona el rango de detección de cambios en fluorescencia 

se podría haber visto favorecido (ver Figura 14). Esto aunado a un mayor plano 

focal en microscopia confocal nos inclinó a desarrollar este estudio con confocal. 

La modulación de las vías estriatales es diferencial durante la ejecución de la 

cadena de secuencias de acciones en la fase tardía. 

 

Durante la ejecución de la cadena de secuencias en la etapa tardía, se encontró 

una mayor proporción de neuronas de la categoría de transición para la vía indirecta 

que para la vía directa, sin embargo, hubo una mayor participación en la ejecución 

de la cadena para la vía directa que para la vía indirecta. La diferencia dentro de 

estas categorías concuerda con lo que esperado dentro de las hipótesis (Jin & 

Costa, 2015; Tecuapetla et al., 2016) y sugiere un papel diferencial en la manera en 

la que las neuronas de las vías estriatales se activan para codificar parámetros de 

la cadena de secuencias de acciones (Figura 24). La vía indirecta podría estar 

dirigiendo el cambio entre los componentes de la cadena mientras que la vía directa 

podría preferentemente guiar los parámetros de la ejecución de la cadena. No 

obstante, para fortalecer estas sugerencias se necesitan más análisis y/o 

experimentos para poner a prueba la causalidad de esta actividad (e.g. regresiones 

lineales de la actividad neuronal versus parámetros conductuales como la latencia 

a iniciar o a transitar). 
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Figura 24. Conclusión gráfica de la ejecución de cadena de secuencias de acciones. 
Las vías no se modulan de manera diferente cuando son cadenas simples, el cambio ocurre cuando 
se concatena dos secuencias en una cadena en la etapa tardía. La vía directa tiene una mayor 
proporción de modulación en la ejecución general de la cadena y la vía indirecta en la transición. 
 

La modulación reportada poblacionalmente es la representación de lo observado 

en los animales individuales. 
 

Se comparó la proporción de neuronas moduladas poblacionalmente contra lo 

observado en los animales individuales. Esto con el fin de evaluar si las 

proporciones reportadas en las poblaciones de las vías se representaban por 

animal. No se encontraron diferencias significativas para ninguna de las vías al 

comparar la medía de las proporciones por animal. Al haber una representación de 

lo observado poblacional con lo individual se refuerza el argumento de que las 

proporciones encontradas y la diferencia en las vías se deben a un fenómeno 

fisiológico de las mismas en la ejecución de cadena de secuencias de acciones en 

la etapa tardía y no a una sobre representación de alguna de las categorías por la 

variabilidad de los animales registrados.  
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De la misma manera para la etapa de cadena de acciones primer día, no se 

encontraron diferencias significativas en la comparación poblacional contra la 

individual. Reforzando que para las vías no existen diferencias en la etapa temprana 

de la realización de cadenas de acciones. 

 

La modulación de las vías estriatales no es diferencial durante las fases tempranas 

de la concatenación. 

La modulación de las vías estriatales no es diferencial durante las fases tempranas 

de la concatenación de la cadena, pero cada vía si detecta al inicio de la 

concatenación: la vía directa reclutando más neuronas, la vía indirecta modificando 

la modulación de las neuronas reclutadas. Este hallazgo es muy relevante al 

compararlo con antecedentes previos. De estudios sabíamos que la actividad de las 

neuronas estriatales de proyección se modula principalmente durante las fases de 

cambios en la contingencia de acciones y su consecuencia (Atallah et al., 2014). 

Nuestros resultados muestran evidencia de cómo las neuronas de las diferentes 

vías se reclutan o modulan diferencialmente para detectar los cambios de fase en 

el aprendizaje de cadenas de secuencias. 

Una de las principales diferencias entre la ejecución de cadena de secuencias de 

acciones entre la fase temprana versus tardía se observó en los parámetros 

conductuales analizados: el tiempo de transición entre una secuencia y otro 

decremento para la etapa tardía. Esto correlaciona con la observación del 

incremento en el número de neuronas moduladas en la transición para la vía 

indirecta. En estudios previos se ha observado que al dañar la funcionalidad del 

receptor NMDA en el núcleo estriado los animales no son capaces de organizar bien 

las secuencias (Jin & Costa, 2010). Por lo que, probablemente en un mecanismo 

similar, la actividad durante la transición de la vía indirecta puede estar regulando el 

cambio entre secuencias de acciones en una cadena. En algunos estudios se ha 

documentado actividad de transición cuando se cambia de un tipo de secuencia a 

otra, en la corteza motora suplementaria en primates (Shima & Tanji, 2000) y en el 

“High vocal center” (HVC) en aves (Fujimoto & Watanabe, 2011). El HVC contiene 
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neuronas de proyección, estructura análoga al estriado en roedores. Esta evidencia 

me permite especular que las proyecciones de las cortezas premotoras al estriado 

pudieran estar comandando información sobre la transición de secuencias de 

acciones preferentemente sobre la vía indirecta de los ganglios basales. No 

obstante experimentos adicionales son necesarios para probar esta especulación. 

Reclutamiento diferencial de las vías a lo largo del aprendizaje a realizar cadenas 

de secuencias. 

 

La proporción de neuronas moduladas dentro de las vías fue diferente en el 

aprendizaje al realizar cadenas; la vía directa mostró cambios en las neuronas 

reclutadas en las tres etapas de registro en comparación con la vía indirecta que se 

mantuvo constante (Figura 23 A y D). No obstante, ambas vías se reclutaron o 

modularon de manera diferencial durante la fase temprana del aprendizaje a realizar 

cadenas de secuencias. La vía directa mostró un incremento en la proporción de 

neuronas moduladas durante la cadena hacía la última etapa de registro, mientras 

que las neuronas de la vía indirecta incrementaron el número de neuronas 

reclutadas para la transición. Ambas vías mostraron un incremento durante el inicio 

(Figura 23 C y E). El hallazgo de un incremento en la proporción de neuronas de 

ambas vías durante el inicio, concuerda con la actividad concurrente de las vías 

previamente reportada (Barbera et al., 2016; Cui et al., 2013; Klaus et al., 2017; J. 

G. Parker et al., 2018; Tecuapetla et al., 2014). Sin embargo y pese a que hubo co-

activación de ambas vías en la transición de una secuencia a otra, la proporción de 

neuronas reclutadas fue diferente, sugiriendo un papel diferencial para las vías 

durante la transición. En el modelo de inhibición competitiva de las vías de 

proyección del estriado (Mink, 1996), se propone a la actividad de la vía indirecta 

funciona como inhibidora de los programas motores competitivos para ejecutar una 

acción. Nuestros datos, al mostrar que ambas vías se co-activan en el inicio y que 

la vía indirecta se modula preferencialmente en el cambio de una secuencia a otra 

sugieren: 1) Durante el inicio la vía indirecta podría está inhibiendo los programas 

competitivos mientras que la vía directa selecciona el programa a ejecutar; 2) 

Durante la transición la vía indirecta podría estar guiando el cambio de una 
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secuencia a otra. Como pregunta abierta queda el responder porque la vía directa 

presenta una mayor modulación a lo largo del aprendizaje de la cadena. 

CONCLUSIONES 
 

 Se implementó una tarea de condicionamiento operante en condiciones de 

cabeza fija que nos permite estudiar el aprendizaje y ejecución de dos 

secuencias de acciones en una cadena y la transición entre secuencias. 

 Se optimizó un método para el registro de transitorios de calcio de las 

neuronas estriatales durante distintas épocas de la tarea conductual. 

 Se identificaron características que distinguen la modulación y reclutamiento 

entre vías estriatales a lo largo del aprendizaje, y al realizar una cadena de 

dos secuencias de acciones. 

 

1) La proporción de neuronas de las vías y sus categorías de modulación son 

diferentes cuando los animales ejecutan de manera estereotipada una cadena de 

secuencias de acciones (fase tardía). Refutando una de las hipótesis planteadas, 

la vía directa presento una mayor proporción de neuronas modulada durante la 

realización de toda la cadena de secuencias y no durante el inicio. Aceptando 

una de las hipótesis planteadas la vía indirecta mostro una mayor proporción de 

neuronas moduladas durante la transición entre las dos secuencias de acciones 

(Figura. 25A).  

2) A lo largo del aprendizaje a realizar la cadena secuencias de acciones, la vía 

directa presenta un mayor reclutamiento de neuronas en la fase temprana de 

concatenación (primer día, Figura.25B). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 25. Conclusión gráfica del estudio  
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ANEXOS 
 

 

Figura 25.  Circuito sensor de lengüetazos y bomba peristáltica 
A) Circuito detector de lengüetazos. R1 y R2 resistencias de 10megaohms. T1 y T2 transistores 
1N4004. Diodo(D), relevador de 14 pines SPST y pila de 9 volts (Slotnick, 2009). B) Circuito para la 
activación de bomba peristáltica. 
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Figura 26. Comparación del sensor de calcio con el control eyfp. 
Trazo promedio de neuronas registradas para la vía indirecta y vía directa comparadas con 
controles de animales A2a-Cre y D1-Cre transfectados con eyfp cre dependiente. Las señales para 
cada vía son significativamente diferentes comparadas con su control, al comparar la distribución 
acumulada de los cambios en fluorescencia (p<0.0001, Kolmogorov-Smirnov). 
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