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I. RESUMEN 

La enfermedad de Parkinson, patología neurodegenerativa provocada por la pérdida de las 

terminales dopaminérgicas en los ganglios basales, de forma importante en el estriado. La L-DOPA, 

fármaco de elección para el tratamiento de esta enfermedad, alivia muchos signos motores. El uso 

prolongado de esta molécula precursora de dopamina causa discapacidades motoras además no actúa 

sobre condiciones comórbidas como la depresión. Esas deficiencias han llevado a la búsqueda de otros 

fármacos agonistas de los receptores dopaminérgicos, que puedan sustituir o disminuir la dosis de L-

DOPA.  

Previamente, usando la técnica de imagenología de calcio hemos podido seguir simultáneamente 

docenas de neuronas estriatales en rebanadas de cerebro, caracterizando la actividad neuronal 

espontánea y la activada por una entrada excitatoria en un microcircuito estriatal control y en un 

modelo murino de la enfermedad de Parkinson. En condición control, sin estímulos o en reposo, el 

estriado muestra escasa actividad. Sin embargo, después de una estimulación cortical adecuada, la 

actividad neuronal del estriado estimulado o activo, revela secuencias de grupos neuronales con 

actividad correlacionada que se alternan dicha actividad formando en ocasiones ciclos cerrados o 

reverberaciones. En contraste, el microcircuito estriatal privado de dopamina, o modelo 

parkinsoniano, exhibe un alto grado de actividad espontánea pero la alternancia entre los ensambles 

neuronales esta disminuida debido a la formación de un ensamble altamente recurrente que se 

apropia del circuito. De manera interesante, en el tejido privado de dopamina, un estímulo cortical 

alivia de manera temporal los signos parkinsonianos disolviendo el ensamble recurrente y 

restableciendo la secuencia normal. Este efecto terapéutico se mantiene si al estímulo cortical se le 

agrega L-DOPA. Con estos antecedentes comparamos la acción de algunos agonistas dopaminérgicos 

usados en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, y los comparamos con el efecto terapéutico 

de la L-DOPA. Usamos como bioensayo la dinámica del microcircuito estriatal parkinsoniano sin 

estimular o después de ser estimulado desde la corteza. 

 Los agonistas de la clase D2 reducen mejor la actividad espontánea excesiva del microcircuito 

parkinsoniano, mejor que como lo hacen los agonistas que activan ambas clases de receptores 

dopaminérgicos, clase D1 y clase D2. Cuando activamos el microcircuito estriatal parkinsoniano con 
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un estímulo cortical en presencia de algún fármaco, todos los agonistas dopaminérgicos tienden a 

mantener la secuencia temporal de los ensambles neuronales observada en los controles activados. 

Sin embargo, el análisis cuantitativo sugiere diferencias en sus acciones. La acción de los diferentes 

fármacos no fue equivalente al efecto de L-DOPA que parece la droga con mejor desempeño. El 

completo restablecimiento de la dinámica del microcircuito estriatal parkinsoniano a las condiciones 

control no fue lograda por ningún tratamiento, incluyendo la L-DOPA.  

El orden de eficacia de los diferentes agonistas fue: L-DOPA > agonistas D2 > agonistas D1,2. 

 

Abstract 

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative illness presenting motor and non-motor 

symptoms due to the loss of dopaminergic terminals in basal ganglia, most importantly, the striatum. 

L-DOPA relieves many motor signs. Unfortunately, in the long term, L-DOPA use causes motor 

disabilities by itself and does not act in comorbid conditions such as depression. These deficiencies 

have led to search for drugs such as dopamine (DA) receptor agonists (DA-agonists) that allow the 

reduction of L-DOPA dose. Previously, we have identified the attributes of non-stimulated (resting) 

and cortical stimulated (active) striatal microcircuits following the activity of dozens of neurons 

simultaneously using calcium imaging in brain slices. We also have characterized the changes that take 

place in DA-depleted microcircuits in vitro. In control conditions, there is low spontaneous activity. 

After cortical stimulation (CtxS) sequences and alternation of neuronal ensembles activity occur, 

including reverberations. In contrast, DA-deprived circuits exhibit high spontaneous activity at rest, 

and a highly recurrent ensemble curtails alternation. Interestingly, CtxS briefly relieves these 

Parkinsonian signs in DA-depleted tissue. Here we compare the actions of some DA-agonists used in 

PD therapeutics on the pathological dynamics of DA-depleted microcircuits at rest and with CtxS; 

taking L-DOPA as reference. D2-class agonists better reduce the excessive spontaneous activity of DA-

depleted microcircuits. All DA-agonists tend to maintain ensemble alternation seen in control circuits 

after CtxS. However, quantitative analyses suggest differences in their actions: in general, DA-agonists 

only approximate L-DOPA actions. Nonetheless no treatment, including L-DOPA, completely restores 

microcircuit dynamics to control conditions.  
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I. INTRODUCCIÓN   

Un desafío en las neurociencias es integrar el funcionamiento del nivel celular con el nivel 

sistémico: no sabemos cómo unas pocas docenas de neuronas se organizan en un microcircuito o 

módulo a escala histológica y cómo esta organización nos permitiría avizorar cambios que permitan 

correlacionar signos patológicos a nivel sistémico. Este es el problema que nos hemos planteado. El 

funcionamiento de un tejido no es la suma de las acciones de sus células sino de las interacciones 

entre ellas. En un microcircuito cerebral las interacciones son sinápticas, directas o indirectas. Para 

estudiarlas debemos de ser capaces de observar muchas neuronas al mismo tiempo sin perder la 

resolución de célula única. La tecnología para hacer esto está en pleno desarrollo. En el laboratorio, 

hemos logrado registrar la actividad de muchas neuronas con resolución de célula única, en una 

preparación cerebral in vitro.  

En este manuscrito nos referiremos al neoestriado, el mayor núcleo de los ganglios basales, que 

se encarga del control motor y modula varias funciones cognitivas. La imagenología de calcio nos 

permite estudiar la dinámica del microcircuito estriatal en condición control y patológica (Pérez-

Ortega et al., 2016). De hecho, hemos logrado describir la “huella fisiopatológica de la enfermedad de 

Parkinson”, la cual resultó ser muy descriptiva, casi metafórica, de los signos que presentan los sujetos 

enfermos (Jáidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016). También hemos mostrado como el fármaco 

anti-Parkinsoniano estándar, la L-DOPA, restablece el comportamiento patológico del microcircuito 

estriatal al control (Plata et al., 2013a). En condición control el microcircuito estriatal tiene poca 

actividad espontánea. Ante un estímulo excitador adecuado o la presencia de bajas concentraciones 

de NMDA u otras drogas, el microcircuito se activa dejándonos observar su funcionamiento (Carrillo-

Reid et al., 2008; Aparicio-Juárez et al., 2019). Este consiste en la activación de ensambles neuronales: 

grupos de neuronas que disparan juntas o de manera correlacionada. Estos ensambles alternan su 

actividad produciendo secuencias temporales y circuitos reverberantes (Carrillo-Reid et al., 2009) tal 

como predice la Teoría de los Ensambles Neuronales (Hebb, 1949; Buzsáki, 2010). Utilizando el modelo 
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murino de la enfermedad de Parkinson (Ungerstedt & Arbuthnott, 1970), observamos un exceso de 

actividad aun sin estimular al tejido y una disrupción de la secuencia temporal de ensambles 

neuronales debido a la generación de un ensamble neuronal altamente recurrente que captura la 

mayor parte de las neuronas. Esto es, el microcircuito reverbera en un mismo ensamble 

interrumpiendo las secuencias temporales, por lo tanto, ya no hay alternancia entre ellos como 

sucedería en un microcircuito control, resultando en un paralelo de lo que sucede en los pacientes, 

que tienen dificultad para iniciar, cambiar o finalizar una actividad (Jáidar et al., 2010; Pérez-Ortega et 

al., 2016). Observando esto, decidimos probar las drogas anti-Parkinsonianas usadas en la terapéutica 

clínica en el mismo tejido. El resultado fue que el ensamble patológico se disolvió, regresando la 

alternancia entre los grupos de neuronas similar a las condiciones control. Todo lo cual permitirá en 

un futuro probar nuevas drogas con potencial terapéutico o diferentes combinaciones de las mismas.  

Nuestro bio-ensayo cuantifica con gran precisión qué moléculas restauran el microcircuito 

estriatal “parkinsoniano” acercándolo a las condiciones control. Los resultados no son intuitivos 

porque los microcircuitos cerebrales están conformados por diferentes tipos de neuronas que 

expresan diferentes receptores dopaminérgicos. En el estriado, la mitad de las neuronas expresan el 

receptor D1 y la otra mitad el receptor D2. Además, existen interneuronas que pueden expresar 

receptores D1, D2 o ambos. Predecir qué ligando producirán el mejor efecto es difícil. Por lo que la 

ventaja de nuestro bioensayo funcional es que permite seguir la actividad neuronal de las distintas 

poblaciones neuronales y si utilizáramos animales genéticamente modificados que marcan neuronas 

específicas podríamos descifrar el mecanismo de acción de fármacos en una escala histológica. 
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Enfermedad de Parkinson 

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden multisistémico neurodegenerativo que afecta a 

las personas principalmente en los últimos años de su vida, descrita por James Parkinson en 1817. Es 

el primer desorden motor y la segunda enfermedad neurodegenerativa más común en el mundo, con 

incidencia y prevalencia en aumento según los cambios demográficos de la población (Pringsheim et 

al., 2014). La prevalencia incrementa cuando avanza la edad tanto en hombres como en mujeres 

(Sveinbjornsdottir, 2016). Los síntomas cardinales de la EP son el temblor, inestabilidad postural, 

rigidez y bradicinesia, pero pueden aparecer otros síntomas motores y no motores (Lees et al., 2009; 

Obeso et al., 2017). La pérdida de las neuronas de la sustancia nigra pars compacta y la acumulación 

de α-sinucleína mal plegadas llamadas cuerpos de Lewy son el sello característico de la EP (Balestrino 

& Schapira, 2020). Los síntomas motores correlacionan con la pérdida del 50-70% de las terminales 

dopaminérgicas en el estriado (Burke and O’Malley, 2013). Esta pérdida de dopamina causa 

alteraciones tanto en la vía indirecta como la directa de los ganglios basales (Kravitz et al., 2010; 

Gerfen and Surmeier, 2011; Calabresi et al., 2014; Parker et al., 2018; Jáidar et al., 2019).  

La etiología de la enfermedad es probablemente multifactorial, solo del 5-10% tiene un origen 

genético y no existe tratamiento que detenga la progresión de la neurodegeneración. El tratamiento 

actual de la EP está basado en el remplazo de la dopamina con el objetivo de corregir las alteraciones 

motoras (Sveinbjornsdottir, 2016; Belestrino & Schapira, 2019). La levodopa (L-DOPA), un precursor 

de la dopamina es el estándar para el tratamiento de la EP (Carlsson et al., 1957; Foley, 2000; Mercuri 

and Bernardi, 2005; Lees et al., 2015; De Deurwaerdère et al., 2017). Al inicio del tratamiento la 

respuesta suele ser idónea, pero con la progresión de la enfermedad y la menor capacidad del sistema 

para liberar dopamina, la mayoría de los pacientes experimentan una menor duración de la respuesta 

a la misma dosis (wearing-off). Además de presentarse fluctuaciones de la actividad motora (on-off) y 

movimientos involuntarios de la cabeza, tronco o de las extremidades: las discinesias producidas por 

L-DOPA (Ahlskog & Muenter, 2001; Aquino & Fox, 2015; Sharma et al., 2015; Picconi et al., 2017).  

Varios medicamentos dopaminérgicos se usan para manejar estas fluctuaciones, como: inhibidores de 
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monoamino oxidasas, inhibidores de la catecol-amino-transferasa, antagonistas del receptor a 

glutamato tipo NMDA, así como anticolinérgicos y agonistas de los receptores dopaminérgicos. 

(Jankovic & Stacy 2007; Millan., 2010). Cuando la terapia farmacológica falla en controlar los síntomas 

motores se recurre a la estimulación cerebral profunda (Sironi, 2011).  

Por lo tanto, ha habido una búsqueda de terapias adyuvantes, incluidos los agonistas de los 

receptores dopaminérgicos (agonistas DA) asociados con el uso de una menor dosis de L-DOPA y una 

menor incidencia de complicaciones motoras (Sprenger & Poewe, 2013; Jiménez-Shahed, 2016). Hay 

dos principales clases de agonistas dopaminérgicos: los agonistas menos selectivos porque activan 

ambas clases de receptores dopaminérgicos (D1, D2), como la rotigotina (Jenner & Katzenschlager, 

2016; Chen et al., 2017); y los agonistas del receptor de la clase D2 como el pramipexole (Mizuno et 

al., 2014; Shen et al., 2017). 

Un extenso conocimiento de la etiología, patogénesis y fisiopatología ha sido obtenido gracias a 

los modelos de la EP. Los modelos animales más comúnmente usados en estudios preclínicos pueden 

ser categorizados como neurotóxicos y genéticos.  

Los modelos basados en neurotóxicos imitan la mayoría de las características patológicas y 

conductuales de la EP en humanos, por esta razón han resultado muy útiles para el desarrollo de 

nuevas terapias. Las neurotoxinas sintéticas más utilizadas para modelar la EP en animales son: 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) y 1-metil-4 fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), estas inducen la 

degeneración selectiva de las neuronas nigroestritales en roedores y primates (Morissette & Di Paolo, 

2018). El modelo hemi-parkinsoniano en roedores generado por lesión unilateral con 6-OHDA en la 

SNc logra degenerar las fibras de la sustancia nirgra pars compacta (SNc) que inervan al estriado. 

Aunque este modelo no reproduce todos los signos y síntomas de la EP porque solo consiste en la 

privación de dopamina en los ganglios basales, es el modelo más utilizado debido a que la inyección 

de la toxina es más segura que otras, además los síntomas motores correlacionan con la EP y estos 
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pueden ser evaluados fácilmente de diversas maneras, como la conducta de giro por inyección de 

apomorfina o anfetamina (Ungerstedt, 1968; Jagmag et al., 2016; Dunnet and Lelos, 2010).  

A pesar de la frecuencia y la facilidad para obtener el modelo hemi-parkinsoniano con 6-OHDA en 

rata existen algunas complicaciones del modelo en ratón. Los ratones son más vulnerables después 

de la cirugía estereotáxica para lesionar la SNc o el medial forebrain bundle o MFB. Pero un régimen 

postoperatorio intensivo mantiene altas tasas de supervivencia. Además, la conducta de giro y otras 

conductas motoras ya han sido estandarizadas para el modelo de lesión de 6-OHDA en ratón (Heuer 

et al., 2012). Tener un modelo de la enfermedad de Parkinson en esta especie, ha permitido estudiar 

poblaciones neuronales específicas a través del uso de ratones transgénicos. Con esta estrategia se ha 

investigado la función de las dos vías de los ganglios basales, identificando la actividad de las neuronas 

espinosas de proyección D1 o D2 (Parker et al., 2018; Jáidar et al., 2019). Por estas razones el modelo 

de lesión unilateral con 6-OHDA en roedor ha sido utilizado durante muchos años para estudiar la 

fisiopatología de los ganglios basales en la EP y para el desarrollo de nuevas terapias. 

  

Microcircuito estriatal 

Los ganglios basales son estructuras subcorticales interconectadas. Modelos de la fisiología de 

este conjunto de núcleos se basa tradicionalmente en las funciones sensoriomotoras, sin embargo, el 

funcionamiento de los ganglios basales se ha extendido a dominios no motores en las últimas décadas. 

Tienen un papel crítico en las funciones cognitivas como el lenguaje, atención y memoria (Gatev et al., 

2006; Arsalidou et al., 2013). El estriado es el núcleo de entrada más prominente de los ganglios 

basales que recibe proyecciones topográficas glutamatérgicas de prácticamente todas las áreas 

corticales y del tálamo (Hintiryan et al., 2016). El microcircuito estriatal se había considerado solo una 

simple estructura de entrada convergente a núcleos profundos, pero ahora se ve como una compleja 

red eferente que procesa la información recibida utilizando una vasta colección de interneuronas de 
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varios tipos, para posteriormente enviar la información de salida a través de sus neuronas espinosas 

de proyección (Andres & Darbie, 2018). 

 El estriado está compuesto en su mayoría por neuronas GABAérgicas de proyección (95% en 

roedor), forman las únicas salidas de esta estructura a través de dos vías: la vía indirecta que inicia con 

las espinosas de proyección que expresan el receptor a dopamina tipo D2, y la vía directa cuyas 

neuronas expresan el receptor de la clase D1, ambas vías comandan la información de salida hacia el 

siguiente núcleo (Smith et al., 1998; Gerfen & Surmeier, 2011). Las neuronas restantes consisten en 

varias poblaciones de interneuronas que se han clasificado según sus propiedades electrofisiológicas, 

sus perfiles de expresión neuroquímicos y / o moleculares, así como su conectividad sináptica.  

Existe una población de interneuronas colinérgicas, así como diversos grupos heterogéneos de 

interneuronas GABAérgicas que se han caracterizado gracias al desarrollo de modelos transgénicos de 

ratón. Los grupos de interneuronas GABAérgicas que se han encontrado son: las de disparo rápido 

que expresan parvalbúmina, las interneuronas que expresan calretinina, las que expresan 

neuropéptido Y/somatostatina/óxido nítrico, de bajo umbral de disparo (Kawaguchi et al., 1993; 

Tepper & Bolam, 2004), interneuronas que expresan tirosina hidroxilasa no dopaminérgicas (Ibañez-

Sandoval et al., 2010; Xenias et al., 2015), las interneuronas neurogliformes que expresan 

neuropéptido Y con características morfológicas y electrofisiológicas distintas (Ibañez-Sandoval et al., 

2011; English et al., 2011), y por último las interneuronas de adaptación rápida que expresan 5-HT3 

(Faust et al., 2015; Muñoz-Manchado et al., 2016). La heterogénea población de neuronas del estriado 

tiene conexiones recíprocas que se han estado investigando para poder entender como el 

microcircuito intrínseco estriatal procesa la información que recibe de la corteza u otros núcleos 

(Figura A). Esto es esencial para comprender como la información que entra, afecta a las neuronas de 

proyección y a las estructuras rio abajo en los ganglios basales (Assous y Tepper, 2019).  
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Figura A. Microcircuito estriatal, modificado de Burke et al., 2017. Distintas poblaciones neuronales 

que forman el circuito local del estraiado. Neuronas espinosas de proyección de la vía directa (dSPN, 

por sus siglas en inglés) o las de la vía indirecta (iSPN), las interneuronas GABAérgicas (PV, 5HT3, NPY-

NGF, SOM/NOS-NPY y TH) y las interneuronas colinérgicas (ChAT). Se indica familia de receptores 

dopaminérgicos que expresa cada tipo de neurona (D1-rosa, D2-azul). La dopamina proveniente 

principalmente de la SNc. El estriado es el principal núcleo de entrada a los ganglios basales, recibe 

aferentes excitatorias de la corteza cerebral. 

ChAT

5HTR3

dSPN

iSPNdSPN

iSPN

iSPN
PV

dSPN

D2D1

ChAT

PV

TH
NPY-
NGF

GABAérgicas

Colinérgica



 

10 
 

Además, los ganglios basales reciben proyecciones catecolaminérgicas, serotoninérgicas y 

colinérgicas de regiones extra basales, que contribuyen a la modulación de las neuronas e 

interneuronas de estos núcleos (Andres & Darbie, 2018). En particular la dopamina está involucrada 

en la motivación, la toma de decisiones, el aprendizaje y la ejecución de acciones (Schultz, 2016). La 

liberación dinámica de este neuromodulador en escala de milisegundos es localmente regulada en la 

terminal dopaminérgica (Berke, 2018). En el estriado existe una expresión diferencial de los receptores 

dopaminérgicos: las neuronas de proyección de la vía directa de los ganglios basales expresan 

preferentemente el receptor de la clase D1, mientras que las neuronas de la vía indirecta expresan los 

receptores de la clase D2, aunque existe un porcentaje pequeño de colocalización (Surmeier et al., 

1996; Gerfen & Surmeier, 2011). Las interneuronas colinérgicas expresan receptores D2, D5 y las 

interneuronas GABAérgicas expresan preferentemente receptores de la clase D1 (Yan et al., 1997; 

Centonze et al., 2003; Rendón-Ochoa et al., 2018).  

La falta de dopamina en el estriado genera un desbalance en la fisiología del microcircuito, se ha 

reportado un aumento de la acetilcolina estriatal debido a la hiperactividad de las interneuronas 

colinérgicas (Raz et al., 1996; Tanimura et al., 2018), perdida de espinas dendríticas en las neuronas 

espinosas de proyección (Calabresi y Di Filippo, 2015), disfunción de la plasticidad sináptica de largo 

(Picconi et al., 2012) y corto plazo (Barroso-Flores et al., 2015). Aunado a cambios severos de 

sensibilización de los receptores dopaminérgicos, aumentando la cantidad de receptores y de 

heterodímeros que se pueden formar con el receptor a adenosina A2A (Criswell et al 1988; Gerfen et 

al., 2002; Gerfen, 2003) y otros. Estos cambios patológicos a nivel celular provocan un aumento en la 

actividad sináptica de las neuronas estriatales, caracterizada por periodos de sincronización anormal 

espontánea (Zold et al., 2009). Todas estas disfunciones revelan la fisiopatología de la enfermedad de 

Parkinson en el estriado, y apoyan la importancia de investigar estos cambios producidos por la 

patología no sólo a nivel celular si no en mesoescala, los microcircuitos neuronales.   
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Ensambles neuronales  

En 1933 Lorente de Nó, basándose en datos anatómicos, postuló a través de dos leyes de la 

conectividad neuronal que las redes neuronales son no lineales. La ley de la pluralidad que dice que 

cada núcleo en sucesión lineal recibe axones suplementarios de la célula previa, de una tercera 

neurona o de un grupo de neuronas. Y la ley de reciprocidad: la neurona que recibe un axón manda 

axones recurrentes a su afluente axonal directamente o mediado por una neurona adicional o un 

conjunto de neuronas. Estas son las bases necesarias para comprender las propiedades emergentes 

de los circuitos neuronales. Pero ¿Cómo se seleccionan las neuronas que están conectadas? A finales 

de los 70 se comprueba que existe la plasticidad sináptica de largo plazo postulada por D.O. Hebb a 

finales de los años 40 (“The Organization of Behavior”), que enuncia que las sinapsis que disparan 

juntas se refuerzan, las que no, se deprimen, y al final las conexiones que quedan son entre las 

neuronas que fueron seleccionadas por el proceso potenciación/depresión. A la potenciación se le 

llama “potenciación de largo plazo” (LTP: long term potentiation), y a la depresión: “depresión de largo 

plazo” (LTD: long term depression). Los cambios en los pesos sinápticos de la red neuronal hacen que 

ciertas trayectorias queden facilitadas y otras deprimidas, seleccionando rutas preferentes para el 

flujo de la actividad. Por lo tanto, Hebb propone que las sinapsis entre las neuronas que disparan 

sincrónicamente se potencian, formando ensambles neuronales y secuencias de fase o actividad 

(phase sequenses). 

Un ensamble neuronal es definido como un grupo de neuronas con actividad cuasi-sincrónica o 

correlacionada que se accionan de manera transitoria, con activación secuencial alternante y 

recurrente, como si fuese un sistema de procesamiento cerrado capaz de representar percepciones y 

conductas (Hebb, 1949). Los circuitos que se forman mediante este proceso dejan “el trazo de 

memoria” en el tejido nervioso, que se activará siguiendo un ciclo cerrado de actividad cuando se 

presente el estímulo adecuado (Dehaene & Changeux, 2005; Costa et al., 2006).  
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Técnicas recientes han permitido el registro y manipulación de conjuntos neuronales específicos 

con alta precisión espacial (Packer et al., 2015). De esta manera, la activación recurrente de un 

determinado grupo de neuronas permitió la formación de nuevas redes en el cerebro, las cuales 

pudieron ser recuperadas por la estimulación de una sola célula que ya formaba parte del nuevo 

ensamble, esto demostró lo postulado por Hebb sobre los ensambles neuronales como unidades 

funcionales del cerebro para explicar los eventos sinápticos involucrados en la plasticidad neuronal, 

el aprendizaje y la memoria (Carrillo-Reid et al., 2016). 

Es el disparo correlacionado de estos grupos de neuronas lo que viaja por la red, los ensambles 

son transitorios ya que alternan su actividad formando secuencias temporales: A-B-C…n.  Las 

secuencias de los ensambles evolucionan tanto en el tiempo como en el espacio (Buzsáki, 2010). 

Durante las últimas décadas, las limitaciones fueron técnicas por la falta de métodos apropiados para 

registrar simultáneamente un número suficientemente grande de neuronas (Abeles, 1991; 

Strangman, 1996). Sin embargo, el progreso rápido en el registro a gran escala de neuronas 

individuales en múltiples regiones cerebrales y los intentos iniciales de rastrear y definir 

experimentalmente ensambles celulares putativos condujo a dificultades de una naturaleza 

conceptual. ¿Qué tan grande es un ensamble neuronal, cuál es su duración y qué representa 

exactamente en el dominio cognitivo? ¿Un ensamble neuronal representa una característica, una 

figura o fondo, un objeto o concepto, un proceso de pensamiento, un plan de acción inmediato o 

procesos aún más complejos? (Nicolelis, 1999; Buzsáki, 2004; Plenz & Thiagarajan, 2007; Buzsáki, 

2010). 

El término de ensamble neuronal carece de una definición estricta y universalmente aceptada, se 

ha utilizado para denotar desde la sincronización precisa (zero-phase-lag) de espigas en un 

subconjunto definido de neuronas hasta cambios temporales coherentes del promedio de las tasas de 

disparo en largas escalas de tiempo (Harris et al., 2003; Durstewitz et al., 2010). A menudo, el término 

implica una precisa coordinación de espigas dadas por una descarga de actividad neuronal en 



 

13 
 

milisegundos, que se repiten en intervalos regulares o irregulares, relacionados a perceptos 

específicos o eventos motores (Poo et al 2016; Klaus et al., 2017). En el hipocampo se han encontrado 

patrones de secuencias de disparos en intervalos específicos que corresponden a secuencias de 

lugares (Buzsáki & Draguhn, 2004). En la corteza visual posiblemente se generan secuencias de picos 

de sincronía a través de estructuras del tipo synfire-chain-like (Abeles, 1991; Köing et al., 1995; 

Diesmann et al., 1999), las neuronas pueden contribuir en varios picos de sincronía en cualquier orden 

del patrón espaciotemporal in vitro e in vivo (Ikegaya et al., 2004; Yuste et al., 2005). A una escala 

temporal más gruesa, las neuronas podrían activarse con un patrón temporal específico al que cada 

neurona puede contribuir con "ráfagas" de duración variable. Tales transiciones ordenadas entre los 

patrones de taza de disparo coherentes a través del registro simultáneo de muchas neuronas han sido 

descritas en diferentes tareas cognitivas (p. ej. Beggs and Plenz, 2003; Jones et al., 2007; Shen et al., 

2019). Por esta razón se han desarrollado diferentes enfoques estadísticos para analizar patrones de 

actividad coherentes obtenidos de espigas en trenes (Russo & Durstewitz, 2017) o registros de 

imagenología de calcio (Carrillo-Reid et al., 2008; Pérez-Ortega et al., 2016; Mölter et al., 2018).  

No obstante, un principio central de la neurociencia es la conectividad neuronal, base estructural 

que subyace a la función neuronal. El mapa de conectividad sistemática o conectoma de todo el 

cerebro podría representar la firma de la red neuronal de los individuos, pero la cuestión sigue siendo 

si la conectividad refleja la función (Sporns, 2012). Los conectomas funcionales y anatómicos tienen 

múltiples niveles, macro, meso y micro escala. A macroescala, áreas definidas del cerebro pueden ser 

relacionadas en sus contrapartes conductuales, mientras que a microescala las conexiones sinápticas 

pueden estar relacionadas con la potenciación (LTP) o depresión de largo plazo (LTD), plasticidad 

sináptica dependiente de la sincronización de espigas (STDP, spike timing dependent plasticity), 

facilitación o depresión sináptica de corto plazo (Carrillo-Reid & Larriva-Sahd, 2019). Sin embargo, 

poco se sabe acerca de la conectividad funcional de los grupos neuronales a mesoescala. 
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Tendrían que registrarse docenas de neuronas simultáneamente a escala histológica para 

observar si estos fenómenos, largo tiempo hipotetizados, se generan.  En el laboratorio comenzamos 

a utilizar imagenología funcional de calcio con resolución de célula única, para tratar de observar la 

dinámica de los circuitos neuronales in vitro o ex vivo. Actualmente, podemos seguir la actividad de 

cada neurona pues cada vez que sucede un potencial de acción entra calcio a través de la membrana, 

y en el interior celular se han absorbido o transfectado moléculas que emiten una señal fluorescente 

en presencia de calcio. Con esta estrategia hemos logrado observar la existencia de estructuras 

neuronales dinámicas que cumplen con los requisitos teóricos antedichos: grupos de neuronas que se 

activan juntas, que se alternan en secuencia y reverberan mostrando ciclos cerrados de actividad.  

El microcircuito estriatal en reposo muestra poca actividad espontánea. Sin embargo, ante un 

estímulo adecuado en la corteza o una baja concentración de un agonista excitador como el NMDA, 

el circuito puede activarse formando ensambles neuronales que se ven como picos de coactividad o 

actividad correlacionada en una ventana de tiempo. Utilizando diferentes algoritmos de 

agrupamiento, así como herramientas tomadas de la Teoría de Redes Complejas se pueden revelar las 

secuencias temporales de los ensambles neuronales (Carrillo-Reid et al., 2008; Pérez-Ortega et al., 

2016; Aparicio-Juárez et al., 2019). Los agonistas colinérgicos y dopaminérgicos afectan estas 

secuencias exhibiendo una organización modular y jerárquica (Carrillo-Reid et al, 2009; 2011; Vautrelle 

et al., 2009; Pérez-Ortega et al., 2016). La activación del receptor D1 favorece la selección de 

secuencias de ensambles específicas, mientras que la activación del receptor D2 genera un mayor 

número de trayectorias en un ciclo de cerrado de actividad, el resultado final de la acción de los 

agonistas dopaminérgicos se pudo inferir registrando muchas neuronas simultáneamente, lo que 

difícilmente puede predecirse con registros de células o pares de células aisladas (Carrillo-Reid et al, 

2011). No es intuitivo, dado que los receptores son tanto pre- como post-sinápticos en todas las clases 

de neuronas del estriado. Las neuronas de proyección pueden expresar el receptor a dopamina tipo 

D1 o D2. La activación del receptor D1 incrementa el número de potenciales de acción y la liberación 

de neurotransmisor. En cambio, el receptor D2 disminuye la excitabilidad y por lo tanto la liberación 



 

15 
 

del neurotransmisor (Hernández-López et al., 1997; 2000; Tecuapetla et al., 2007). También forman 

parte del microcircuito estriatal interneuronas GABAérgicas y colinérgicas que expresan receptores a 

dopamina D1, D2 o ambos. Además, los receptores a dopamina se encuentran en las terminales 

presinápticas corticoestriatales y estriatonigrales, que regulan la liberación de glutamato y GABA así 

como la misma liberación de DA (Surmeier et al., 2011). Sería muy complicado de averiguar el 

resultado final en el microcircuito registrando célula por célula. En el otro extremo, con los pacientes 

y los modelos conductuales pre-clínicos de las enfermedades en animales, sólo se tiene el resultado 

final pero no se tiene idea de cuáles son los mecanismos de acción, por qué y para qué. La ventaja de 

nuestra preparación in vitro es tener un nivel intermedio: la acción final de una molécula sobre la 

actividad de un microcircuito o módulo, utilizando las conexiones funcionales de la red neuronal. 

Hemos determinado que el microcircuito actúa como una red de escala libre, mundo pequeño y 

jerárquico, propiedades que se pierden en un microcircuito patológico (Pérez-Ortega et al., 2016).  

 

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El análisis de las señales obtenidas con imagenología de calcio nos ha revelado la dinámica del 

microcircuito estriatal control, el cambio de la dinámica en presencia de neuromoduladores y en 

condiciones patológicas (Carrillo-Reid et al., 2011; Jáidar et al., 2010; Pérez-Ortega et al., 2016). En 

particular, la pérdida del tono dopaminérgico en el estriado debido a la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta, causa principal de la Enfermedad de Parkinson, 

cambia las funciones de las sinapsis estriatales, promoviendo consecuencias anómalas como la 

bradicinesia, acinesia, temblor y rigidez muscular, atribuidos a una sincronización neuronal anormal 

(Galarraga et al., 1987; Hammond et al., 2007; Burke and O'Malley, 2013; Obeso et al., 2017). Los 

modelos animales de la Enfermedad de Parkinson basados en moléculas neurotóxicas han sido 

utilizados durante muchos años porque mimetizan muchas de las características patológicas y de 

comportamiento de la enfermedad en humanos, lo que los hace convenientes para desarrollar nuevas 
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terapias (Dunnet and Lelos, 2010; Morissette and Di Paolo, 2018). Por esas razones, realizamos 

registros de imagenología de calcio en tejido cerebral proveniente de roedores lesionados en la 

sustancia nigra pars compacta con la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Esto permitió 

evidenciar los cambios ocurridos en la dinámica del microcircuito estriatal privado de dopamina al que 

nos referiremos como “Parkinsoniano”. El microcircuito estriatal parkinsoniano muestra un aumento 

en la actividad espontánea de las neuronas, exhibiendo picos de actividad sincrónica enganchados en 

un ensamble altamente recurrente o dominante, es decir, la alternancia en la secuencia de los 

ensambles neuronales se reduce drásticamente manteniendo al circuito en un estado virtualmente 

invariante, haciendo recordar a los pacientes inmobilizados y rígidos (Jáidar et al., 2010; Pérez-Ortega 

et al., 2016).  

La restitución de la dopamina o la activación de sus receptores es la terapia principal utilizada 

para la Enfermedad de Parkinson. L-DOPA, una molécula precursora de la dopamina, y diversos 

agonistas dopaminérgicos. Previamente observamos que: la presencia de L-DOPA bastó para que la 

actividad espontánea exacerbada disminuyera (Plata et al., 2013a). Un agonista selectivo para el 

receptor a dopamina D1, SKF81297 no disminuyo el exceso de actividad espontánea, aunque sí se 

disolvió el ensamble altamente recurrente (Jáidar et al., 2010). También la nicotina disminuyó la 

actividad patológica (Plata et al., 2013b). Además, un estímulo cortical alivia la condición 

parkinsoniana del microcircuito estriatal disminuyendo la recurrencia del estado dominante 

característico de la patología, aunque este efecto es transitorio si no va acompañado de L-DOPA 

(Aparicio-Juárez et al., 2019). Por eso fue de nuestro interés saber si otros agonistas dopaminérgicos 

serían capaces regresar la actividad de las neuronas del microcircuito estriatal parkinsoniano a un 

estado control espontaneo, y sí después del estímulo cortical, mantienen la alternancia y recurrencia 

entre los ensambles neuronales formando ciclos cerrados de actividad. De ser así tendríamos un 

ensayo farmacológico a mesoescala.  
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III. HIPÓTESIS 

El bioensayo funcional del microcircuito estriatal parkinsoniano es capaz de mostrar diferencias 

en la eficacia de fármacos anti-Parkinsonianos para restablecer la dinámica a una similar a la del 

microcircuito control en reposo, es decir la capacidad de regresar a la actividad neuronal casi silente. 

En caso de activación del microcircuito estriatal en presencia de los fármacos, con un estímulo cortical, 

este mostrará la secuencia de ensambles neuronales parecidos al control activado de la misma 

manera. 

IV. OBJETIVOS 

El primer objetivo general fue cuantificar la capacidad de los fármacos anti-Parkinsonianos 

actualmente en uso clínico, como paso preliminar para probar fármacos novedosos con potencial 

terapéutico. Estos fueron: L-DOPA, apomorfina, rotigotina, pramipexole, ropinirole y quinelorane. 

Primero se trató de regresar el microcircuito estriatal Parkinsoniano a la actividad espontánea del 

control en reposo o no estimulado. Para ello nos trazamos los siguientes objetivos particulares: 

• Registrar con imagenología de calcio la actividad neuronal espontánea del estriado (control 

en reposo) proveniente de una rebanada de cerebro de ratón utilizando el fluoróforo calcium Orange. 

• Lesionar la sustancia nigra pars compacta (SNc) de ratón con la neurotoxina 6-OHDA para 

generar un modelo animal Parkinsoniano, validado por la conducta de giro e inmunohistoquímica 

contra tirosina hidroxilasa en el estriado y la SNc, con el propósito de obtener rebanadas de cerebro 

de ratón que contengan al estriado. 

• Registrar con imagenología de calcio, utilizando el fluoróforo calcium Orange, la actividad 

neuronal espontánea del microcircuito estriatal Parkinsoniano proveniente del modelo de 6-OHDA en 

ratón. Antes y durante la aplicación de agonistas dopaminérgicos: apomorfina, rotigotina, 

pramipexole, ropinirole y quinelorane. 
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• Cuantificar la actividad de las neuronas del microcircuito estriatal en las siguientes 

condiciones: control espontáneo, Parkinsoniano espontáneo y Parkinsoniano espontáneo en 

presencia de agonistas dopaminérgicos. Para cuantificarla: calculamos la actividad acumulada de 

todas las neuronas en cada condición, y con la resolución de célula única del registro de imagenología 

de calcio, calculamos la actividad neuronal individual para obtener la distribución de probabilidad 

acumulada, en cada condición.  

• Comparar con las pruebas estadísticas adecuadas la actividad acumulada y la distribución de 

probabilidad acumulada del microcircuito Parkinsoniano espontáneo y en presencia de cada uno de 

los fármacos, con la actividad del microcircuito estriatal control para evidenciar el efecto terapéutico 

de cada fármaco. 

El segundo objetivo general fue cuantificar la capacidad de los fármacos anti-Parkinsoniano: L-

DOPA, rotigotina, pramipexole y ropinirole, para restablecer el microcircuito Parkinsoniano activo, 

después de una estimulación adecuada que lo ponga en marcha. Los objetivos particulares fueron:  

• Registrar con imagenología de calcio en una rebanada de cerebro de ratón con el fluoróforo 

calcium Orange, la actividad de las neuronas del microcircuito estriatal activado con estímulo 

proveniente de la capa V de la corteza motora con el propósito de evidenciar la dinámica de los 

ensambles neuronales en este estado (control activo).   

• Registrar con imagenología de calcio, utilizando el fluoróforo calcium Orange, la actividad 

neuronal del estriado parkinsoniano de rebanadas de cerebro de ratón lesionado con 6-OHDA, antes 

y después de ser activado por un estímulo cortical en la capa V. 

• Estimular la capa V de la corteza motora de una rebanada de cerebro de ratón lesionado con 

6-OHDA (Aparicio-Juárez et al., 2019), mientras se registra con imagenología de calcio el microcircuito 

estriatal Parkinsoniano en presencia de cada uno de los fármacos antiparkinsonianos: L-DOPA, 

rotigotina, pramipexole, ropinirole y quinelorane. 
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• Caracterizar la dinámica de los ensambles neuronales del estriado en las siguientes 

condiciones: microcircuito estriatal activado con un estímulo cortical, microcircuito estriatal 

parkinsoniano antes y después de un estímulo cortical, microcircuito estriatal parkinsoniano antes y 

después de un estímulo cortical en presencia de cada uno de los fármacos antiparkinsonianos, para 

determinar la secuencia de actividad de los ensambles neuronales. 

• Cuantificar la recurrencia, alternancia y los ciclos cerrados de las secuencias de ensambles 

neuronales en cada condición, calculando la probabilidad de transición, un índice de recurrencia y la 

distribución del número de transiciones para formar un ciclo cerrado.  

• Determinar la capacidad de los fármacos antiparkinsonianos para que el microcircuito 

muestre una secuencia de ensambles neuronales parecida al control comparando, con las pruebas 

estadísticas adecuadas, el índice de recurrencia y la distribución del número de transiciones para 

formar ciclos cerrados que observamos en el microcircuito parkinsoniano que ha recibido un estímulo 

en presencia de cada uno de los fármacos. 

Con los objetivos anteriores queremos lograr que: El bioensayo funcional fundamentado en la 

dinámica de los ensambles neuronales pueda ser incluido en los ensayos farmacológicos preclínicos 

para probar fármacos novedosos con potencial terapéutico. Esta es la meta final, y para alcanzarla 

hemos logrado: 

i. Observar decenas de neuronas simultáneamente en una rebanada de cerebro utilizando la 

técnica de imagenología de calcio, y registrar sus señales de actividad neuronal por más de 1 hora.  

ii. Caracterizar la dinámica de los ensambles neuronales del estriado a partir de las señales 

fluorescentes registradas en el estriado de un ratón control con lo que tenemos su “huella fisiológica” 

iii. Tener la “huella fisiopatológica” del microcircuito estriatal parkinsoniano 

iv. Diferencias cuantificables y reproducibles entre la dinámica de los ensambles neuronales del 

estriado control y parkinsoniano para tener los límites de sensibilidad de nuestro ensayo. 
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v. Poner a prueba diferentes fármacos antiparkinsonianos. 

Por ahora solo se probaron fármacos que ya se usan en la clínica como tratamiento para la 

enfermedad de Parkinson. Con esto la preparación in vitro ha sido validada como bioensayo preclínico, 

porque se cuantificó y comparó el rendimiento de fármacos antiparkinsonianos. Esto permite saber 

que molécula tiene un mejor rendimiento terapéutico. De modo que este bioensayo in vitro, basado 

en la caracterización de la dinámica de grupos de neuronas, puede servir para probar nuevas 

moléculas con efecto antiparkinsoniano o hacer combinaciones de las que ya se usan para encontrar 

posibles sinergias. Aunque este trabajo se ha dedicado a caracterizar la dinámica de los ensambles 

neuronales del estriado en condiciones control y parkinsoniano a través de observar docenas de 

neuronas al mismo tiempo. El bioensayo farmacológico in vitro, también puede ser utilizado en otras 

áreas cerebrales que se afectan en las diferentes neuropatologías como son: epilepsia, Alzheimer y 

enfermedad de Huntington por mencionar algunas. Más aún esta preparación podría ser validada en 

otros órganos como corazón, hígado, páncreas. Y probar moléculas blanco para cada una de las 

patologías que se desarrolla en los diferentes órganos corporales. 

 

V. MÉTODOS  

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas de bioética establecidas 

por el comité de bioética del Instituto de Fisiología Celular (IFC). En todos los experimentos se 

emplearon ratones machos y hembras C57BL/6 del bioterio del IFC. Se mantuvieron en una habitación 

libre de patógenos con temperatura controlada, bajo un ciclo luz/oscuridad de 24 horas (12/12) con 

agua y comida estándar ad libitum 

Se mantuvieron dos grupos experimentales como se muestra en la figura B, de los cuales se 

obtuvieron rebanadas de cerebro de ratón para realizar registros de imagenología de calcio en el 

núcleo estriado: 
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A. Grupo control, ratones C57BL/6. 

B. Grupo parkinsoniano, ratones C57BL/6 lesionados con la neurotoxina 6-OHDA en la 

sustancia nigra pars compacta (SNc) para privar de dopamina a los ganglios basales, y 

así generar un modelo animal de la enfermedad de Parkinson. 

 

 

Figura B. Esquema general del procedimiento experimental 

 

Modelo 6-OHDA en ratón  

El ratón hemi-parkinsoniano generado mediante la inyección unilateral de 6-OHDA es el modelo 

de roedor Parkinsoniano más empleado en la investigación (Ungerstedt & Arbuthnott, 1970). Para 

este propósito, 125 ratones de 25-30 días de edad, fueron anestesiados intraperitonealmente con 

ketamina (85 mg/kg)-xilacina (15 mg/kg). Usando cirugía estereotáxica se les inyectó 0.8 μL de 6-OHDA 

(0.1 mg/mL) intracranealmente a una velocidad de 0.2 μL/min en el borde de la SNc y el haz 

prosencefálico medial, con las siguientes coordenadas desde bregma: -2.6 mm AP, -1.5 mm LM y -4.7 

mm DV. Durante el periodo de recuperación de 15-30 días (día postnatal 45-60) los ratones recibieron 

pellets de chocolate ad libitum y, en caso de ser detectada una pérdida de peso mayor al 20%, 

inyecciones subcutáneas de 100 μL de glucosa al 2% en solución salina diariamente. 
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Validación del modelo de 6-OHDA en ratón   

▪ Conducta de giro.  

La pérdida de dopamina se evaluó con una prueba de conducta de giro, para la que se inyectó 

apomorfina subcutáneamente (0.5 mg/kg en un vehículo salino con 0.02% de ascorbato). Los giros 

ipsilaterales y contralaterales al sitio de la lesión se contaron con el programa RotaCount 2.0 

(OmniTech, Sioux Falls SD) por al menos 50 minutos. Se utilizó la tasa de giros contralaterales vs 

ipsilaterales para identificar a los ratones con la deficiencia unilateral de DA. Cuando los ratones 

presentaron más giros contralaterales que ipsilaterales (tasa ≥ 2) y al menos 50 giros contralaterales 

totales en un minuto, se consideraron como modelos hemi-parkinsonianos exitosos (Figura 1E). Este 

criterio correlaciona con al menos el 80% de disminución de dopamina estriatal (Heuer et al., 2012). 

▪ Inmunohistoquímica 

Para confirmar la pérdida dopaminérgica en la SNc y el estriado, en algunos ratones lesionados 

con 6-OHDA, se efectuó la tinción inmunohistoquímica para tirosina hidroxilasa (TH), la enzima 

productora de dopamina (Fig. 1A-D). A los 8 días de la evaluación de la conducta de giro, los ratones 

lesionados se anestesiaron y se perfundieron con una solución buffer de fosfato 0.1 M (PBS). Después 

de la extracción del cerebro, se obtuvieron rebanadas coronales de 50 μm en un vibrátomo (PELCO 

easiSlicer Ted Pella, Redding, CA) que se mantuvieron en PBS. Las rebanadas se bloquearon con 

albúmina de suero bovino (BSA) en PBS al 1% y Tritón 0.1 M al 3% durante 40 minutos a temperatura 

ambiente, posteriormente se lavaron tres veces en PBS 0.1 M y se incubaron con el anticuerpo 

primario (de conejo, anti-tirosina hidroxilasa, Chemicon International, 1:500 en PBS 0.1 M-Tritón 3%) 

por 12 horas. Después las rebanadas se incubaron con el anticuerpo secundario (de asno, anti-conejo 

conjugado con Cy3 Affini Pure, Jackson Immuno Research, Inc. 711-165-152 1:250 en PBS 0.1 M-Tritón 

3%) a temperatura ambiente durante 2 horas  Finalmente, las rebanadas se cubrieron con DAPI (Vecta 

Shield, Vector Laboratories, Inc. H-1200): Las imágenes se obtuvieron mediante microscopía confocal 

(Zeiss LSM-710, objetivo: C-Apochromat 10X N.A. 0.45, láser 543 nm). El grado de inervación 
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dopaminérgica se cuantificó como intensidad de fluorescencia y se comparó con la del lado intacto a 

través de ImageJ®, mientras que los somas de las neuronas dopaminérgicas se contaron manualmente 

a partir de micrografías confocales. En ambos casos, se confirmó que la pérdida dopaminérgica fue de 

al menos 80%, como se ilustra en la Fig. 1C-D, en 17 rebanadas tomadas de distintos animales. Las 

imágenes estereoscópicas se obtuvieron con una cámara Nikon SMZ1500 (objetivo HR, Apo 1x WD 

54). 

El ensayo funcional in vitro 

▪ Obtención del tejido cerebral vivo 

Tanto los ratones control como los modelos hemi-parkinsonianos se anestesiaron por vía 

intraperitoneal con ketamina-xilacina (85 mg/kg-15 mg/kg) y fueron perfundidos intracardialmente 

con solución de sacarosa fría para posteriormente realizar una craneotomización, una vez extraídos 

los cerebros, se obtuvieron rebanadas para-horizontales con un ángulo de 30 grados (Figura 1F), 300 

μm de grueso en un vibrátomo (PELCO easiSlicer Ted Pella, Redding, CA), las rebanadas con el núcleo 

estriado fueron conservadas en líquido cefalorraquídeo artificial  (NaCl 126 mM, dextrosa 15 mM, 

NaHCO3 26 mM, tiourea 0.2 mM, ácido ascórbico 0.2 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 1.3 mM, NaH2PO4 1.2 

mM y CaCl2 2.0 mM; pH = 7.4; 300 ± 5 mOsm/L) perfundidas con 95% de O2 y 5% de CO2.  

▪ Registros de imagenología de calcio 

Se eligió a la molécula fluorescente Calcium Orange, un fluoróforo con bajo grado de 

fotoblanqueo (Thomas et al., 2000) que permitió hacer registros hasta de 90 minutos. Los cortes se 

incubaron en una solución de Calcium Orange (Calcium Orange 8.2 μM, DMSO al 0.1%, ácido plurónico 

al 0.67% en ACSF) a 36 °C durante 40 minutos y luego se depositaron en una cámara de perfusión con 

flujo constante de líquido cefalorraquídeo artificial, bajo un objetivo de inmersión de 20X (Olympus 

XLUMPLFLN, 1.00 NA, 2.0 mm WD). El campo de observación fue de 750 × 750 μm. La estimulación 

del fluoróforo se llevó a cabo con un iluminador Lambda LS (Sutter Instruments, Petaluma, CA, USA) 

acoplado a un filtro de luz de 570/30 nm. El software, Im-Patch©, diseñado en el entorno de LabView 
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(National Instruments, ciudad de México, México; disponible en http://Impatch.ifc.unam.mx) se 

utilizó para el control de una cámara CoolSnap K4 (Photometrics, Tucson), AZ, USA) con la que se 

efectuaron los registros de imagenología. Los videos se componen de 720–2160 cuadros y la tasa de 

adquisición fue de 6 cuadros/s. Para cubrir largos períodos, se tomaron de 7 a 10 videos por 

experimento, lo que representa hasta 90 minutos de registro por cada experimento.  

▪ Validación de los registros de imagenología de calcio  

Con el fin de constatar la fiabilidad de la fluorescencia del calcio como indicador de actividad 

neuronal, se efectuaron registros de fluorescencia y electrofisiología de manera simultánea, utilizando 

la configuración current-clamp de célula completa. Las pipetas empleadas en el protocolo 

experimental de current-clamp (3–6 MΩ) se llenaron con una solución que contiene en mM: 115 

KH2PO4, 2 MgCl2, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 10 NaCl, 0.2 ATP, 0.2 GTP y 0.03 sal de Calcium Orange, a un pH 

de 7.24. Como se muestra en la Figura 1G, la derivada positiva d(ΔF/F) /dt de los transitorios de 

fluorescencia coinciden en el tiempo con el inicio y duración de la actividad celular. 

▪ Adquisición de datos 

Los registros de imagenología de calcio se realizaron en el estriado dorsolateral, con la siguiente 

estrategia experimental:  

1. Las rebanadas provenientes del grupo control, que aquí llamaremos condición control,  en las que 

se apreció el núcleo estriado se compararon bajo dos condiciones principales: actividad espontánea y 

actividad provocada por estimulación cortical (CtxS), el estímulo consistió en 10 pulsos, a 40 Hz, de 

1.1–1.3 mA, a través de un electrodo concéntrico bipolar de 50 µm de diámetro (FHC, # CBCFE75, 

Bowdoin, ME, USA) que se insertó en la capa V de la corteza motora primaria (M1), como se muestra 

en la Fig. 1F.  

2. Las rebanadas de estriado de ratones lesionados con 6-OHDA, que aquí referiremos como condición 

parkinsoniana, también se compararon en dos condiciones: actividad espontanea a la que se la aplicó 
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alguno de los agonistas dopaminérgicos (L-DOPA 10 μM, apomorfina 20 μM, rotigotina 10 μM, 

pramipexol 10 μM, ropinirole 10 μM, quinelorane 10 μM), y actividad inducida por estimulación 

cortical (CtxS) en presencia de un agonista dopaminérgico. La actividad espontánea del tejido privado 

de dopamina se registró siempre antes de la adición de cualquier fármaco al sistema de perfusión. 

Análisis de los datos 

Los vídeos fueron procesados con Im-Patch©, tal procesamiento consiste en la extracción de la 

actividad celular y su transformación en matrices de actividad (véase Anexo).  Todas las neuronas 

activas en un campo son seleccionadas para medir su florescencia en función del tiempo, los 

transitorios de calcio. El fotoblaqueo, el fenómeno de discos de Airy y el ruido fueron corregidos al 

restar la señal cruda de la neurona a su fondo local, imagen por imagen. Las señales de calcio 

provocadas por los potenciales de acción serán detectadas basándose en el valor del umbral obtenido 

por su primera derivada en el tiempo, específicamente la parte positiva de la derivada de la señal de 

calcio tiene la misma duración que los trenes de potenciales de acción registrados 

electrofisiológicamente (Carrillo-Reid et al., 2008, 2009; Perez-Ortega et al., 2016; Carrillo-Reid et al., 

2016; Duhne et al., 2020). Para el análisis solo son considerados los eventos fluorescentes de 

amplitudes mayores a 2.5 veces la desviación estándar del ruido, a este umbral se asegura que el 98% 

de la señal de ruido está por debajo (Figura 1G). El procedimiento anterior es hecho para cada 

neurona, del que se obtiene una matriz binaria N x F, N es el número de neuronas activas y F es el 

número de imágenes (cuadros adquiridos). En esta matriz para cada neurona, 1 indica actividad y 0 

inactividad durante los cuadros adquiridos. Estas matrices pueden expresarse como gráficos tipo 

ráster, donde cada punto representa actividad neuronal en ese cuadro y cada fila representa la 

actividad de una célula a lo largo del tiempo (Figura 2). 

A partir de las matrices de actividad se obtuvo: 

1.  La actividad neuronal del microcircuito estriatal en condiciones control, parkinsoniana y cuando 

se adiciono algún agonista dopaminérgico, esto es necesario porque en condiciones control la 
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actividad espontanea es escasa y son muy pocos o ningún pico de coactividad neuronal los que 

se registran, por lo tanto, no podemos observar la secuencia de ensambles neuronales. Además, 

el efecto esperado de los agonistas dopaminérgicos es regresar la actividad estriatal a condiciones 

parecidas al control silente. De modo que para caracterizar la actividad neuronal en condiciones 

espontáneas los cálculos son los siguientes:  

▪ Actividad acumulada: La cantidad de actividad neuronal por experimento se cuantificó 

mediante gráficos de actividad acumulada, que se construyeron sumando la actividad de 

todas las neuronas a lo largo del tiempo. Para considerar muestras de experimentos en la 

misma condición, se hizo un ajuste lineal a los gráficos de actividad acumulada, las pendientes 

de los ajustes se representaron como diagramas de caja de Tukey.  

▪ Función de distribución acumulada (CDF, por sus siglas en inglés): se construyó a partir de los 

valores de la actividad de cada célula, que se definió como el número total de cuadros activos 

sobre el número total de cuadros, para comparar la actividad de las células individuales a 

través de diferentes secciones de un solo experimento. Las CDFs se realizaron para cada 

condición utilizando todas las neuronas de una muestra determinada.  

 

2. Las matrices provenientes de microcircuitos estriatales control o parkinsonianos activados por un 

estímulo cortical que exhiben eventos neuronales sincrónicos, se cuantificaron con: 

▪ Histogramas de coactividad: es la suma de la actividad de todas las células por cada cuadro a 

lo largo del experimento, muestra cuantas neuronas se activaron juntas por cuadro, a esto le 

llamamos picos de coactividad que cuando son estadísticamente significativos constituyen los 

ensambles neuronales. 

▪ Picos de coactividad significativos: un pico coactivo son las neuronas que tuvieron actividad 

sincrónica o correlacionada en una ventana de tiempo, la significancia estadística se 
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determinó utilizando simulaciones de Montecarlo de las matrices de actividad, con 10,000 

iteraciones cada una, sólo aquellos picos que superaron el umbral del azar se consideraron 

significativos, son los que se toman en cuenta para los siguientes análisis. Al dividir la cantidad 

de picos coactivos entre el tiempo total (minutos de duración) del experimento obtenemos el 

número de picos de coactividad/min. 

▪ Ensambles neuronales: los picos de coactividad se agruparon y compararon usando un índice 

de similitud: el coseno del ángulo tomado del producto punto de los vectores columna y se 

asociaron utilizando el análisis de agrupamiento jerárquico con ventanas de tiempo de 12 a 

18 cuadros, definiendo así los ensambles neuronales como neuronas que disparan juntas o de 

manera correlacionada de forma transitoria y que pueden alternar su actividad formando 

secuencias. 

▪ Secuencia temporal de ensambles neuronales: La actividad de las neuronas que forman 

ensambles se coloreó diferencialmente en los gráficos tipo ráster, y se simbolizaron como 

círculos de color en secuencias temporales de ensambles, permitiendo ver la actividad del 

circuito, así como las transiciones entre distintos ensambles de red y la recurrencia en el 

mismo ensamble. 

▪ Ciclos cerrados de ensambles: Cuando cada ensamble apareció al menos una vez y el 

ensamble inicial es igual al último ensamble, esto es una reverberación, que tiene lugar 

cuando las transiciones entre los ensambles de la red generan un ciclo cerrado. 

▪ Índice de recurrencia: La recurrencia es la repetición consecutiva de un ensamble de la red en 

lugar de alternar la actividad con otro ensamble; se calcula como la suma total de eventos 

recurrentes, cuyo valor mínimo es 1 que corresponde a la aparición de una vez. El índice de 

recurrencia es el número de veces seguidas que un solo ensamble se repite dividido por la 

suma de la recurrencia de todos los demás ensambles.  
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▪ Distribución de las transiciones para formar un ciclo cerrado: Cuantificamos el número de 

transiciones requeridas para lograr un ciclo cerrado entre los ensambles de la red; si no se 

observa un ciclo cerrado durante el experimento, se asigna el valor "infinito". La distribución 

del número de transiciones necesarias para cerrar un ciclo de actividad se presenta en gráficas 

de pastel. Con el fin de evaluar las transiciones necesarias para cerrar un ciclo de actividad, se 

excluyen las secuencias que nunca se cerraron. 

 

Estadística 

La actividad acumulada y la función de distribución acumulada se usaron para poder comparar 

condiciones experimentales que no presentaron picos de coactividad, como es el caso de la actividad 

espontanea del microcircuito estriatal control y del microcircuito estriatal Parkinsoniano en presencia 

de algún agonista dopaminérgico. Para comparar la pendiente del ajuste de la actividad acumulada de 

cada condición experimental se usó la prueba de Kruskal-Wallis. La prueba de Kolmogórov-Smirnov se 

usó para comparar las funciones de distribución acumulada, pruebas estadísticas que se realizaron 

con el software Graph Prism. Para las condiciones experimentales que mostraron picos de coactividad 

se usaron las siguientes pruebas estadísticas: La determinación de un umbral de significancia para los 

picos de coactividad emplearon la prueba de Montecarlo, utilizando programas personalizados en 

MATLAB. Así mismo, se realizaron pruebas estadísticas en Graph Prism, con los siguientes propósitos: 

prueba de Mann-Whitney para comparar dos diferentes condiciones, prueba T de Wilcoxon para 

comparar dos condiciones pareadas, de los picos coactivos/min. La prueba de Kruskal-Wallis fue usada 

para comparar el número de transiciones para formar ciclos cerrados de actividad y su distribución 

fue comparada con la prueba de Kolmogórov-Smirnov. Y el índice de recurrencia entre las diferentes 

condiciones farmacológicas fue comparado mediante la prueba de homogeneidad de la varianza de 

O' Brian. Todas las comparaciones múltiples se corrigieron utilizando el procedimiento de Benjamini-

Hochberg con un FDR de 0.05. 
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VI. RESULTADOS   

Los resultados se encuentran en el artículo anexo siguiente, Lara-González et al., 2019.  
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VII. DISCUSIÓN  

Las patologías de los ganglios basales son, en primer lugar, una gama des desórdenes de 

movimiento, desde la dificultad para realizar una acción, como en la enfermedad de Parkinson, hasta 

acciones exacerbadas como en la distonía (Mink, 2003; Balestrino & Schapira, 2019). Además, los 

ganglios basales son núcleos del cerebro anterior que están involucrados en la selección de acciones 

y diversos procesos cognitivos, como el aprendizaje de procedimientos, los hábitos y la conducta 

dirigida a la adquisición de metas (Cisek and Kalaska, 2010; Hikosaka et al., 2018; Athalye et al., 2020). 

La contribución de los ganglios basales a la selección de una acción no está bien entendida, en general 

se cree que el estriado evalúa la acción que se llevará a cabo y retroalimenta a la corteza a través del 

tálamo, basada en los estados sensoriales, así como en experiencias pasadas (Bostan et al., 2018). La 

dopamina desempeña un papel fundamental en este proceso, tanto como modulador de la 

excitabilidad celular momento a momento como modulador de cambios a largo plazo en la fuerza 

sináptica que da forma a la actividad de la red neuronal (Surmeier., et al 2011), la evaluación subjetiva 

de la experiencia (Romo & Rossi-Pool, 2020) y la predicción de errores en las acciones que llevan a 

recibir una recompensa (Schultz, 2016). La degeneración de la vía nigroestriatal que ocurre en la 

enfermedad de Parkinson priva al estriado de dopamina provocando cambios en la plasticidad 

sináptica (Calabresi et al., 2006; Barroso-Flores et al., 2015; Deffains and Bergman, 2015) así como un 

exceso de actividad neuronal (Jáidar et al., 2010).  

Previamente hemos descrito algunas propiedades del microcircuito estriatal a escala histológica 

in vitro, siguiendo docenas de neuronas simultáneamente. Entre los estudios moleculares y celulares 

y los estudios que se hacen en animales in vivo, hay una brecha: no entendemos como los módulos o 

microcircuitos funcionan. Registrar la actividad neuronal a escala histológica nos ha permitido 

comenzar a estudiar el microcircuito del estriado in vitro, donde es posible controlar la concentración 

de fármacos (Carrillo-Reid et al., 2008; Jáidar et al., 2010; Carrillo-Reid et al., 2011; López-Huerta et 

al., 2013; Pérez-Ortega et al., 2016). Como continuación, el presente trabajo usa algunas de las 
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propiedades descritas del microcircuito estriatal para comparar fármacos antiparkinsonianos usados 

en la terapia de la enfermedad de Parkinson. El microcircuito estriatal control muestra escasa 

actividad espontánea (Plata et al., 2013), similar a la que se observa en sujetos en reposo (Mink, 2003; 

Parker et al., 2018). Pero cuando hay ausencia de dopamina en el estriado, la actividad de este 

microcircuito se incrementa y consistentemente aparece un ensamble dominante y altamente 

recurrente en la red que destruye la secuencia control entre diversos ensambles. Así, la arquitectura 

funcional de la red neuronal del estriado es diferente a la del control después de haber privado al 

microcircuito de dopamina en un modelo hemi-parkinsoniano con 6-OHDA (Pérez-Ortega et al., 2016). 

Las diferencias funcionales de la red neuronal del estriado en condiciones normales y 

parkinsonianas nos permiten tener un bioensayo donde preguntamos: si uso tal droga, ¿es posible 

recrear el circuito a una red que se parezca a la encontrada en condiciones control?  Así pusimos a 

prueba la capacidad de fármacos antiparkinsonianos de uso clínico para observar qué tanto restauran 

la red funcional del estriado. Encontramos que pramipexole, ropinirole y quinelorane, agonistas de los 

receptores clase D2, abolen la actividad espontanea incrementada, regresando la actividad neuronal 

a niveles control. Sorprendentemente la apormorfina y la rotigotina, agonistas de ambas clases de 

receptores a dopamina (D1,2) no fueron tan buenos para disminuir este aumento espontáneo del 

microcircuito estriatal parkinsoniano. Como se esperaba, la L-DOPA tuvo el mejor efecto terapéutico, 

quizá porque es convertida en las terminales sinápticas a dopamina haciendo posible su liberación 

dinámica según los requerimientos (Berke, 2018). Lo que sugiere que cuando un sujeto parkinsoniano 

está en reposo la activación de los agonistas dopaminérgicos de la clase D2 serían lo mejor para 

controlar la rigidez y el temblor en reposo.  

Para activar al microcircuito estriatal, es necesario aplicar una entrada excitatoria, lo que permite 

observar su dinámica. Por ejemplo, una concentración baja de NMDA puede mantener el circuito 

activado (Grillner, 2006; Carrilo-Reid et al., 2008). Lo mismo un estímulo cortical que puede activar el 

circuito estriatal por largos periodos de tiempo (Aparicio-Juárez et al., 2019). Como sucede con los 
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microcircuitos in vivo durante el movimiento (Cui et al., 2014; Parker et al., 2018). El mecanismo de 

cómo se mantiene activo el estriado después del estímulo cortical no está claro, pero es posible que 

la entrada excitatoria active un mecanismo oscilatorio capaz de generar patrones de disparo 

recurrente (Surmeier et al., 2011). Las conexiones reciprocas entre las interneuronas de bajo umbral 

y las interneuronas colinérgicas (Elghaba et al., 2016) podrían crear una actividad de red sostenida. 

Las interneuronas colinérgicas estriatales son marcapasos y las interneuronas GABAérgicas también 

pueden poseer esta propiedad (Koós & Tepper, 1999, Berke et al., 2004, Ding et al., 2010, Tepper et 

al., 2010), pudiendo formar un oscilador básico de inhibición-excitación, descrito en otros lugares 

como el circuito entre el núcleo subtalámico y el globo pálido externo (Bevan et al., 2002). Una vez 

que el microcircuito estriatal ha sido activado, este exhibe espontáneamente secuencias de picos de 

coactividad significativaa dados por diferentes grupos de neuronas o ensambles, compuestos por 

neuronas funcionalmente conectadas. Los ensambles de neuronas muestran alternancia y recurrencia 

pudiendo generar ciclos cerrados de actividad por varios minutos (Hebb, 1949; Edelman, 1993; 

Carrillo-Reid et al., 2008; Buzáki, 2010) y que son reflejo de la conducta in vivo (Carrillo-Reid et al., 

2017; Klaus et al., 2017; Sheng et al., 2019). 

La actividad neuronal espontanea del microcircuito parkinsoniano tiene una dinámica 

radicalmente diferente al circuito control. En ausencia de alguna entrada excitatoria, el microcircuito 

privado de dopamina muestra un exceso de actividad generado por un ensamble neuronal dominante 

con alto nivel de recurrencia, que recluta la mayoría de las neuronas en un solo estado de la red y que 

hace que las transiciones hacia otros ensambles disminuyan: el circuito se queda trabado en un mismo 

estado (Jáidar et al., 2010; López-Huerta et al., 2013; Plata et al., 2013; Pérez-Ortega et al., 2016). En 

estas condiciones, es interesante que un estímulo cortical al microcircuito estriatal privado de 

dopamina (parkinsoniano) puede disolver el ensamble dominante de manera temporal, mitigando la 

dinámica patológica de la red (Aparicio-Juárez et al., 2019). En los pacientes este fenómeno puede 

estar relacionado con los eventos de Kinesia Paradoxa, una fuerte entrada sensorial puede aliviar 

temporalmente la dificultad de iniciar una secuencia motora en los enfermos de Parkinson (Banou, 
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2015). No hay diferencia significativa entre la dinámica del microcircuito estriatal parkinsoniano 

después de un estímulo cortical y la actividad que un microcircuito estriatal control después de ser 

activado de la misma manera. No obstante, después de 30 minutos el ensamble altamente recurrente 

se reactiva en el microcircuito parkinsoniano. Sin embargo, L-DOPA prolonga (60 min) la mejora que 

produce el estímulo cortical al microcircuito parkinsoniano, manteniendo la alternancia de los 

ensambles durante más tiempo (Aparicio-Juárez et al., 2019). Como continuación de estos hallazgos 

previos, comparamos la acción de diferentes agonistas dopaminérgicos después del estímulo 

corticoestriatal sobre el microcircuito parkinsoniano, analizando qué tanto regresa la alternancia 

entre los ensambles de la red estriatal en condiciones control. Nos enfocamos en probar la acción de 

fármacos dopaminérgicos usados en el tratamiento de la EP, sentando las bases para que en futuros 

trabajos probemos otras moléculas (Millan, 2010; Stocchi et al., 2016).  

Todos los agonistas dopaminérgicos usados tuvieron una acción similar a la de la L-DOPA, 

mejoraron la secuencia temporal entre los ensambles del microcircuito estriatal, se volvieron a 

mostrar ciclos cerrados de actividad y el ensamble altamente recurrente fue disuelto. Pero al 

comparar la distribución del número de transiciones necesarias para formar un ciclo cerrado de 

actividad, ningún fármaco fue capaz de mostrar la misma distribución del control estimulado, solo la 

dinámica generada después del estímulo corticoestriatal en el microcircuito parkinsoniano los 

primeros 30 min tuvo una distribución del número de transiciones para generar un ciclo cerrado 

similar al control estriatal estimulado. Sugiriendo que ningún agonista dopaminérgico, incluyendo la 

L-DOPA, es capaz de restaurar completamente el circuito control. Si excluimos los casos donde los 

ciclos no llegan a cerrarse, la L-DOPA y el pramipexole producen un mejor desempeño que la rotigotina 

y el ropinirole, sugiriendo que son los mejores fármacos para recuperar la movilidad en los sujetos 

parkinsonianos. Otra característica de los microcircuitos estriatales parkinsonianos es el ensamble 

neuronal altamente recurrente, esta característica puede ser medida con el índice de recurrencia, que 

en una gráfica de caja muestra una gran varianza (Aparicio-Juárez et al., 2019). Una comparación del 

efecto de los agonistas dopaminérgicos en el microcircuito parkinsoniano estimulado corticalmente 
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mostró que todos los fármacos tienen un beneficio al reducir la aparición del ensamble recurrente, 

mejorando la alternancia con otros ensambles de la red. Un resultado esperado porque estos 

fármacos antiparkinsonianos han sido parte del tratamiento de la enfermedad de Parkinson por más 

de una década (Blandini and Armentero, 2014; Stocchi et al., 2016). Lo que valida nuestro bioensayo 

para probar nuevos tratamientos. 

El presente trabajo apunta a mostrar que un bioensayo in vitro, como el que hemos usado para 

comparar la acción de diferentes agonistas dopaminérgicos, es útil para investigar nuevas terapias 

farmacológicas y complementa a los estudios que se realizan a nivel molecular y celular, así como a 

las pruebas conductuales en modelos animales de la EP (Liang et al., 2008; Dunnet and Lelos, 2010). 

El marco teórico para encontrar características medibles de la red neuronal postula que las neuronas 

que trabajan juntas forman ensambles neuronales, así definimos la dinámica del microcircuito a escala 

histológica como una secuencia temporal de ensambles neuronales (Hebb, 1949; Edelman, 1993; 

Carrillo-Reid et al., 2008; Buzsáki, 2010; Carrillo-Reid et al., 2017; Klaus et al., 2017). La conexiónes 

neuronales en un ensamble (Carrillo-Reid et al., 2017), la secuencia temporal, los ciclos cerrados y 

reverberantes, han sido caracterizados en el estado fisiológico de la red estriatal (Carrillo-Reid et al., 

2008), los cambios que ocurren en la dinámica de los ensambles de un microcircuito estriatal 

parkinsoniano son evidentes (Jaidar et al., 2010; Plata et al., 2012). Las propiedades del conectoma 

funcional de mundo pequeño, de escala libre y jerárquica, que se encuentran en condición fisiológica, 

se pierden en la condición parkinsoniana. Esto brinda la posibilidad de cuantificar la fisiopatología a 

escala histológica. Por lo tanto, las secuencias temporales de los ensambles de la condición patológica 

son completamente diferente a la del estriado control (Pérez-Ortega et al., 2016). 

Bajo este marco hemos proporcionado correlatos a nivel del microcircuito de escala histológica 

de los tratamientos con los agonistas de la clase D2 usados como monoterapia inicial para el 

tratamiento de la enfermedad de Parkinson, confirmando que la L-DOPA sigue siendo la mejor opción 

(Rascol et al., 1998; Reichmann, 2000; Radad et al., 2005; UK PD MED Collaborative Group, 2014; 
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Zesiewicz et al., 2017). Además, mostramos que la eficacia de los agonistas mixtos, de ambas clases 

de receptores dopaminérgicos D1 y D2, es menos eficaz que la de los agonistas selectivos para el 

receptor de la clase D2. Podría pensarse que la ocupación de ambos receptores debería prevenir mejor 

el desarreglo de las vías de señalización, pero consistente con resultados previos, la aplicación de un 

agonista selectivo D1 (SKF81297) no abole el incremento espontaneo de la actividad neuronal 

encontrada en un microcircuito estriatal parkinsoniano (Jáidar et al., 2010). Estos resultados obtenidos 

del microcircuito estriatal soportan un análisis bioquímico y farmacológico multivariado que muestra 

que estas clases de agonistas pertenecen a diferentes familias farmacológicas (Millan, 2010). 

En el bioensayo in vitro del estriado aquí utilizado los agonistas dopaminérgicos fueron 

administrados continuamente y por un corto periodo de tiempo, a diferencia de la administración 

prolongada y pulsátil que ocurre en los pacientes de le EP (Fabbrini et al., 1988). La reducción de 

complicaciones motoras se logra cuando la liberación del fármaco es continua (Nutt et al., 2000; Devos 

and DUOPOPA Study Group, 2009). Por lo tanto, nuestros resultados apoyan el desarrollo de una 

presentación de liberación prolongada de L-DOPA en forma oral (Olanow and Stocchi, 2017), dado 

que todos los agonistas dopaminérgicos tuvieron un desempeño por debajo de la L-DOPA. Al mismo 

tiempo confirma que ninguna droga, incluyendo la L-DOPA, restaura la función del microcircuito 

estriatal de manera completa. Sin embargo, nuevos fármacos o combinación de estos pueden ser 

probados en el microcircuito estriatal in vitro hasta encontrar una mejor combinación de los mismos. 

Además, la acción restauradora del estímulo cortical en el microcircuito parkinsoniano sugiere que 

una combinación de fármacos con estímulo eléctrico puede ejercer un efecto benéfico sinérgico para 

terapia de la enfermedad de Parkinson. 

En general, las propiedades de un microcircuito cerebral pueden ser usadas para comparar 

diferentes fármacos de patologías neurológicas, en particular la enfermedad de Parkinson. Mediante 

el uso de imagenología de calcio con resolución de célula única, registrando docenas de neuronas 

simultáneamente encontramos diferentes eficacias de los agonistas dopaminérgicos para revertir la 



 

56 
 

actividad neuronal patológica mostrada por el microcircuito parkinsoniano espontáneamente o 

activado por un estímulo cortical. El orden jerárquico encontrado fue: L-DOPA > agonistas de la clase 

D2 > agonistas de la clase D1,2. Como se encontró en estudios a nivel celular, conductual y clínicos 

(Baker et al., 2009; Bello et al., 2017; Blandini and Armentero, 2014; UK PD MED Collaborative Group, 

2014). 
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VIII. ANEXO 

Análisis de registros de imagenología de calcio. La actividad de un microcircuito estriatal in vitro, es 

decir, decenas de neuronas activas al mismo tiempo, se registró mediante la entrada de calcio durante 

el disparo neuronal utilizando a la molécula fluorescente Calcium Orange. 

 

Figura i. Imagenología de calcio. A Neuronas cargas con Calcium Orange en una rebanada de estriado 

proveniente de un ratón lesionado con 6-OHDA. B Detección automática del contorno de las células 

de la imagen iA. C Transitorios de calcio registrados de 4 células activas espontáneamente, señaladas 

en círculos naranjas en iB. 
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Las imágenes se tomaron a seis cuadros por segundo con el software Im-Patch© desarrollado en el 

laboratorio. Las neuronas se seleccionaron manualmente, por medio de filtros digitales, identificando 

los somas fluorescentes del campo. Los transitorios de calcio de cada región de interés fueron 

calculados a lo largo del tiempo restando un fondo local (4 veces el diámetro de la neurona de interés) 

de cada neurona cuadro por cuadro (Figura i). Los registros de los transitorios de calcio del 

microcircuito estriatal se hicieron en condiciones control, parkinsoniana y esta condición patológica 

en presencia de algún agonista dopaminérgico (Figura ii).  

 

Figura ii. Registros de transitorios de calcio. Señales de Calcio de una rebanada de estriado 

parkinsoniana cargada con Calcium Orange a la que se le adicionó 10µ de pramipexole. Note que la 

presencia de este agonista dopaminérgico disminuye la cantidad de transitorios de calcio.  
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Cada que ocurre un potencial de acción entra calcio a la neurona y el fluoróforo emite una señal, a la 

que llamamos transitorio de calcio. La derivada positiva de un transitorio de calcio con respecto al 

tiempo corresponde en duración y magnitud a los potenciales de acción disparados. Por lo tanto, se 

asignan tantos unos según sea la primera derivada de la señal de calcio, solo son considerados los 

eventos fluorescentes de amplitudes mayores a 2.5 veces la desviación estándar del ruido. La actividad 

del microcircuito completo se puede representar a través de gráficos tipo ráster, donde las filas en el 

eje “y” representan la actividad de cada neurona en el microcircuito a lo largo del tiempo, y cada 

punto, la actividad de una célula en un cuadro (Figura 2, de los resultados). 

  

Figura iii. Registro simultaneo. Registro electrofisiológico (señal superior) simultanea al de 

imagenología de calcio (centro). Potenciales de acción en ráfagas y respectivos incrementos de calcio 

entrante, vistos como cambios en la señal de fluorescencia (ΔF/F). La fase positiva de la derivada (parte 

inferior) del transitorio de calcio, d(ΔF/F) /dt, corresponde a la duración de los potenciales de acción. 

solo son considerados los eventos de amplitudes mayores a 2.5 veces la desviación estándar del ruido, 

en la figura indica por la línea rosa punteada.  
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