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RESUMEN 

 

Con la administración de la toxina mitocondrial, el ácido 3-nitropropiónico (3-NP), 

generamos daño en el núcleo estriado que imitó la histopatología de la enfermedad de 

Huntington (HD) y provocó diversos cambios en la transmisión y plasticidad en las 

sinapsis GABAérgicas del estriado, específicamente entre las interneuronas 

GABAérgicas estriatales y las neuronas espinosas medianas. Es así que en este trabajo 

demostramos que en condiciones normales y después de sometérseles a estimulación 

de alta frecuencia (100Hz) las sinapsis entre interneuronas GABAérgicas y neuronas 

espinosas medianas generan depresión a largo plazo (LTD) en el 50% de los registros 

obtenidos, cambiando a una potenciación a largo plazo (LTP) en el tejido estriatal 

proveniente de ratones en los que se indujo daño con el 3-NP.  

Así mismo estudiamos el papel de la dopamina (DA) en la modulación tanto de las 

sinapsis GABAérgicas como de la plasticidad GABAérgica estriatal. Demostrando que la 

activación de los receptores a DA participa en la generación de plasticidad sináptica 

GABAérgica estriatal, como en las modificaciones que sufre esta plasticidad por la 

activación de los diferentes receptores a DA. Finalmente señalamos la importancia de 

los niveles de DA, pues cambios en su concentración, modifican la plasticidad obtenida; 

de tal forma que bajas concentraciones de DA generan la LTD mientras que a altas 

concentraciones favorecen la inducción de LTP, similar a la observada en nuestro 

modelo farmacológico de la HD.  
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ABSTRACT 

 

The intraperitoneal injection of mitochondrial toxin, 3-nitropropionic acid (3-NP), 

produced damage in the striatum that mimics the histopathology of Huntington's disease 

(HD) and generated diverse changes in the transmission and plasticity of the GABAergic 

synapses in the striatum, specifically between striatal GABAergic interneurons and 

medium spiny neurons. Thus, in this work we show that under normal conditions and 

after an high frequency stimulation (100Hz) the synapses between GABAergic 

interneurons and medium spiny neurons generate a long-term depression (LTD) in 50% 

of the records obtained, changing to a long-term potentiation (LTP) in striatal tissue from 

mice damaged with 3-NP. 

Additionally, we studied the role of dopamine (DA) in the modulation of GABAergic 

synapses and in the striatal GABAergic plasticity. Evinced that activation of DA 

receptors are involved in the generating striatal GABAergic synaptic plasticity and in the 

changes that this plasticity experienced by the activation of different DA receptors. And 

we observed the importance of DA levels, as changes in concentration modified the 

plasticity obtained; such that low concentrations of DA generate LTD while at high 

concentrations favor the induction of LTP, similar to those observed in our 

pharmacological model of HD. 
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INTRODUCCIÓN 

La dopamina es un importante neuromodulador involucrado tanto en procesos motores 

como cognitivos, en el estriado participa en la regulación de las sinapsis 

corticoestriatales y es indispensable en la generación de la plasticidad sináptica 

glutamatérgica (Calabresi et al., 1992a, Calabresi et al., 2007). Sin embargo la mayoría 

de las sinapsis del núcleo estriado son GABAérgicas, y aún es poco lo que se sabe del 

papel de la dopamina es esas sinapsis.  Además se ha observado que un desequilibrio 

en los niveles de dopamina desencadena diferentes patologías, por ejemplo, en el 

estriado una disminución de dopamina conlleva a la enfermedad de Parkinson e 

incrementos en la concentración de dopamina se han observado en la enfermedad de 

Huntington (Chen et al., 2013). Es por ello que en este proyecto analizamos la 

modulación dopaminérgica tanto de las sinápsis inhibitorias del estriado, 

específicamente entre las interneuronas GABAérgicas y neuronas espinosas medianas, 

como de la plasticidad sináptica; para finalmente determinar las modificaciones que 

sufre la plasticidad GABAérgica en presencia del ácido 3-nitropropiónico, modelo 

farmacológico de la enfermedad de Huntington. 

En las sinápsis entre las interneuronas GABAérgicas y las neuronas espinosas 

medianas la modulación dopaminergica dependió de la activación de los receptores a 

dopamina de tipo D2 y tuvo una respuesta diferencial dependiendo del tipo de receptor 

activado. Estas sinapsis generaron depresión a largo plazo dependiente de los 

receptores a dopamina tipo D2, de los canales de calcio tipo L y de la proteína cinasa 

dependiente de AMPc.  

Adicionalmente, demostramos que en los ratones tratados con ácido 3-

nitropropionico, modelo de la enfermedad de Huntington, se modifica la plasticidad 

sináptica: de depresión a largo plazo a potenciación a largo plazo. Así mismo, en altas 

concentraciones de dopamina también se obtiene potenciación a largo plazo, 

demostrando que cambios en la concentración de dopamina afectan el tipo de 

plasticidad. Finalmente pudimos revertir el tipo de plasticidad obtenida en los animales 

tratados con ácido 3-nitropropiónico bloqueando a la proteína cinasa dependiente de 

AMPc de manera posináptica.  
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1. ANTECEDENTES 

El cerebro humano está encargado de todo lo que podemos hacer, saber y sentir. Sus 

complejos procesamientos aún no han sido completamente dilucidados, y su estudio 

requiere tanto del análisis de sus funciones en condiciones normales como patológicas. 

Una de las actividades fundamentales que controla el cerebro es el movimiento, en 

cuyos procesos están involucrados los ganglios basales. 

 

1.1. Ganglios Basales 

Los ganglios basales (GB) son núcleos subcorticales derivados del telencéfalo y 

divididos en el área dorsal y la ventral (Heimer, 1975, Voorn et al., 2004). La parte 

dorsal está formada por el núcleo estriado (NE), el globo pálido (GP), la sustancia nigra 

(comprendiendo a la pars reticulata SNr y la pars compacta SNc) y el núcleo 

subtalámico (STN); mientras que la parte ventral está conformada por el estriado ventral 

o núcleo accumbens, el pálido ventral y el área ventral tegmental (Bolam et al., 2000, 

Carlson, 2006). El área dorsal juega un papel importante en el control del movimiento ya 

que se encargan de regular, corregir y afinar los comandos de la corteza, los cuales 

entran a los GB mediante el NE quien recibe aferentes de toda la corteza (incluyendo 

corteza motora, sensorial y de asociación) filtrando esta información mediante dos vías 

conocidas como la directa e indirecta. En la vía directa las neuronas de proyección del 

NE inervan a los núcleos de salida, el segmento interno del GP y la SNr, con ello se 

incrementa la actividad del tálamo quien cierra el circuito retroalimentando a la corteza y 

liberando a las neuronas motoras superiores de la inhibición tónica. Por el contrario la 

vía indirecta sirve para aumentar el nivel de inhibición tónica, mediante la proyección de 

una población de neuronas del estriado al segmento externo o lateral del GP, que llega 

al STN y de ahí a los núcleos de salida proyectando fuera de los ganglios basales y 

permitiendo que la vía indirecta inhiba la actividad de las neuronas motoras superiores 

(DeLong, 1990, Mink, 1996, Vitek y Giroux, 2000) (figura 1). Todo este circuito de 

información está representado desde cada área de la corteza proyectando a sitios 

específicos en el NE y provocando el movimiento de zonas concretas en éste, 
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manteniendo la separación de las fibras a lo largo de todo el trayecto de retorno hasta la 

corteza motora.  

Se han descrito varios modelos de esta representación, desde el primero propuesto 

por Kemp y Powell que era una representación topográfica hasta los modelos de 

patrones longitudinales de Goldman-Rakic y el somatotópico de Künzle (Kemp, 1970, 

Kunzle, 1975, 1977, 1978, Selemon y Goldman-Rakic, 1985), sin embargo como el NE 

no tiene una organización laminar hace difícil el análisis de su funcionamiento (Gerfen, 

1984, 1989, 1992). 

 

Figura 1. Circuitos de los ganglios basales. La vía directa inerva a los núcleos de salida, SNr/GPi, 
mientras que la vía indirecta inerva el GPe, este a su vez al STN y de ahí a los núcleos de salida. Vías 
que utilizan glutamato como neurotransmisor: en morado; ácido  amino butírico: en azul y dopamina: en 
verde agua. (modificada de, Gubellini et al., 2004). 

 

Debido a que los GB tienen muy pocas conexiones con el tronco del encéfalo, y 

carecen por completo de conexiones directas con la médula espinal; se ha pensado que 

están implicados en aspectos cognitivos superiores del control motor, como la 

planificación y ejecución de estrategias motoras complejas (Tisch et al., 2004). Para 

llevar a cabo toda esta comunicación tan específica los GB utilizan diferentes 

neurotransmisores, internamente el que predomina es el neurotransmisor inhibitorio 

llamado ácido -aminobutírico (GABA); ya que la mayoría de las neuronas del NE, el GP 

y la SNr son GABAérgicas. El glutamato, neurotransmisor excitatorio, es utilizado en la 

entrada y salida de información a los GB por neuronas de la corteza y el tálamo 

respectivamente; también el STN utiliza este neurotransmisor. Finalmente los 

Vía indirecta Vía directa 
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neuropéptidos, la DA (liberada por la SNc) y la acetilcolina (liberada por las 

interneuronas colinérgicas del estriado), entre otros, participan en la neuromodulación 

lenta actuando sobre los receptores acoplados a proteínas G (Graybiel, 1990). 

A continuación se explica el funcionamiento del núcleo de entrada a los GB, el NE, 

que es donde se realizó este trabajo. 

 

1.2. Estriado 

El estriado en primates está formado por el núcleo caudado y el putamen, los cuales se 

encuentran divididos por la capsula interna; en los roedores estas estructuras están 

juntas y se denominan caudado-putamen. Debido a que derivan de la misma estructura 

prosencefálica están compuestos por los mismos tipos celulares. Los dos núcleos 

suponen los componentes aferentes de los ganglios basales, y juntos se denominan el 

neoestriado o estriado. Éste es la masa celular subcortical más grande del encéfalo de 

los mamíferos y se ha descrito que en los seres humanos su volumen fresco es de 

aproximadamente 10cm3 (Schroder et al., 1975). 

La citoarquitectura del NE es homogénea y está compuesto por las neuronas 

espinosas medianas (NEM) (Gerfen, 1992). El resto de las neuronas del estriado son 

interneuronas GABAérgicas y colinérgicas. 

 

1.3. Neuronas Espinosas Medianas (NEM) 

Se ha estimado que las NEM comprenden  entre un 80% y 97.7% de todas las 

neuronas estriatales, dependiendo de la especie y el método de conteo (Sten Grillner, 

2006). Estas neuronas son neuronas de proyección por lo que sus axones salen del NE 

y van hacia otras áreas. Utilizan GABA como neurotransmisor, es decir son de carácter 

inhibitorio. Su soma mide entre 12 y 20m y su árbol dendrítico abarca de 200 a 300m 

de diámetro (Tepper et al., 1998).  

A nivel funcional las NEM conforman las dos vías de proyección o salida del NE que 

se mencionaron anteriormente y en las cuales se abundara a continuación.  
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Las vías directa e indirecta del NE: La distribución de la información glutamatérgica 

que proviene de la corteza y el tálamo la distribuyen las NEM a través de la vía directa y 

la vía indirecta. En la vía directa las NEM inhiben a las neuronas de la SNr y el globo 

pálido interno (GPi) que se encuentran disparando todo el tiempo (de manera tónica)  

manteniendo al tálamo inhibido; por lo que las NEM de la vía directa al inhibir a la SNr y 

el GPi desinhiben a las neuronas del tálamo quienes al ser excitatorias estimulan a la 

corteza favoreciendo el movimiento (Albin et al., 1989, DeLong, 1990); por otro lado si 

se activa la vía indirecta las NEM inhiben a las neuronas del globo pálido externo (GPe) 

quienes a su vez se encuentran inhibiendo de manera tónica al STN, esta inhibición 

libera al STN quien al ser excitatorio incrementa la actividad de inhibición de los núcleos 

de salida (SNr y GPi) impidiendo que el tálamo lleve información a la corteza. Las NEM 

que van hacia las diferentes vías expresan diferentes receptores a DA y neuropéptidos. 

Las neuronas de la vía directa expresan receptores a DA de tipo D1 (RD1), sustancia P 

y dinorfina, mientras que las de la vía indirecta expresan receptores a DA de tipo D2 

(RD2), receptores a adenosina A2A y encefalinas (Gerfen et al., 1990, Kawaguchi et al., 

1990, Surmeier et al., 1996). Sobre los receptores a DA se abundará con más detalle en 

la sección de DA. 

Estas NEM son inhibidas por dos entradas GABAérgicas: la inhibición colateral 

axónica de otras NEM y la inhibición de las interneuronas GABAérgicas (Tepper et al., 

2004). La red de inhibición colateral que forman las NEM con otras NEM permite la 

transmisión de la información de una NEM al inhibir la de su vecina, y es conocida como  

“feedback inhibition” (inhibición por retroalimentación). Sin embargo es una inhibición 

débil dirigida a las dendritas (Tepper et al., 2008). 

Por otra parte las inteneuronas GABAérgicas, llamadas Fast-Spiking (de disparo 

rápido), inhiben a las NEM debido a que inervan directamente el soma disparando de 

manera sincrónica en ráfagas gracias a sus uniones tipo gap, además tienen múltiples 

contactos sinápticos. Este tipo de inhibición se conoce como “feedforward inhibition” 

(inhibición por alimentación directa) (Tepper et al., 2008, Szydlowski et al., 2013). 
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1.4. Interneuronas 

A pesar de la preponderancia de las neuronas principales del estriado, las NEM, las 

interneuronas estriatales son ricas en variedad y complejidad generando la red de 

inhibición y modulación de la frecuencia de disparo más importante de las células de 

proyección. 

En las últimas décadas del siglo XX se comenzaron a identificar a los diferentes tipos 

de interneuronas estriatales, gracias al descubrimiento de los marcadores 

inmunocitoquímicos para su identificación. Las interneuronas se han clasificado 

basados en su morfología, neuroquímica y fisiología; identificando una población de 

interneuronas colinérgicas y distintos tipos de interneuronas GABAérgicas. Las 

interneuronas GABAérgicas mejor caracterizadas son las llamadas “Fast-Spiking” (de 

disparo rápido, FS, por sus siglas en ingles), este tipo de interneuronas colocalizan con 

la proteína de unión a calcio parvalbumina (PV). Son capaces de sostener una actividad 

mayor a los 200 Hz con poca o ninguna adaptación a la frecuencia de disparo, generan 

corrientes de amplitudes grandes, en ráfagas y con una taza baja de fallo. Están 

electrotónicamente acopladas entre sí a través de uniones gap. Son ligeramente más 

grandes que las NEM, miden entre 10 y 25m y se ha propuesto que son las 

responsables de la mayoría de la inhibición producida en las NEM (Kawaguchi et al., 

1995, Tepper et al., 2004).  

Existe otro tipo de inteneuronas GABAérgicas que se identifican por la presencia de 

neuropéptido Y, somatostatina, sintasa del óxido nítrico y diaforasa NADPH. Miden 

entre 12 y 35m; y son conocidas como PLTS por sus características 

electrofisiológicas: un bajo umbral de disparo (LTS: Low Threshold Ca2+ Spike) y un 

potencial de despolarización persistente en forma de meseta (P: Plateau) (Kawaguchi, 

1993). 

Otro tipo de interneuronas GABAérgicas que se han encontrado son las que 

colocalizan con la proteína de unión a calcio: calretinina, miden de 7 a 20m y se han 

descrito al menos cuatro tipos mofológicamente distintos (Prensa et al., 1998).  

En la actualidad, con las nuevas tecnologías se describen más interneuronas 

GABAérgicas estriatales, tales como: las intereuronas TH+, inmunoreactivas a tirosina 

hidroxilasa y de las cuales se ha reportado la existencia de cuatro tipos 
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electrofisiológicamente distintos (Tepper et al., 2010);  las CCK (colecistocinina) y las 

VIP (polipéptido intestinal vasoactivo) (Takagi et al., 1984, Tepper et al., 2010). 

 

1.5. Receptores GABA 

Las interneuronas GABAérgicas se comunican mediante la liberación de GABA y tienen 

como blanco a los receptores GABAérgicos (RGABA). Dichos receptores son de dos 

tipos farmacológicamente distintos los ionotrópicos y los metabotrópicos. 

Los RGABA ionotrópicos, llamados GABAA, están compuestos de cinco 

subunidades, las cuales conforman un canal que permite el paso de iones de cloro a 

través  de la membrana plasmática. Hasta la fecha se conocen diecinueve subunidades 

del receptor GABAA: 1-6, 1-4, 1-3, , ,  y 1-3 (Olsen y Sieghart, 2009) generando 

miles de posibles combinaciones, entre ellas, la mayoría de los receptores GABAA están 

conformados por dos subunidades , dos subunidades  y una  con dos sitios de unión 

a GABA formados por la subunidad  y  (Olsen y Sieghart, 2008, 2009). Estos 

receptores se concentran en la membrana postsináptica de las sinapsis GABAérgicas y 

en menor proporción en la membrana extra sináptica.  

Los RGABA metabotrópicos, denominados GABAB, son heterodiméricos y están 

asociados a proteínas Gi/Go que activan canales de potasio e inhiben canales de calcio, 

y se localizan en ambas membranas, pos y presináptica (Ulrich y Bettler, 2007). 

Estos receptores GABAA tienen mayor diversidad que los GABAB además de tener la 

capacidad de cambiar su velocidad y su grado de expresión en las sinapsis, siendo 

estos factores importantes en la plasticidad sináptica (Thomas et al., 2005).  

 

1.6. Plasticidad sináptica 

Se ha mostrado de manera general, que la plasticidad sináptica es la capacidad que 

tienen las neuronas para modificar los circuitos neuronales, aumentando o 

disminuyendo la eficacia de la transmisión sináptica. Estos mecanismos pueden ocurrir 

mediante la potenciación o depresión de la actividad eléctrica neuronal. Dos modelos de 

plasticidad a largo plazo se han propuesto para explicar eventos de memoria y 

aprendizaje: la potenciación a largo plazo (LTP) y la depresión a largo plazo (LTD) 

(Martin et al., 2000, Muller et al., 2000) (figura 2). La potenciación puede ser evocada 
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por estimulación de alta frecuencia mientras que la depresión es provocada por 

estimulación de baja frecuencia (Bliss y Lomo, 1973, Lynch et al., 1977). 

 

 

 

Figura 2. Gráficas de los cursos temporales de potenciales posinápticos exitatorios en registros de 
campo (fEPSP). A la izquierda se muestra una LTD típica después de una estimulación de baja 
frecuencia (5Hz por 3 minutos, flecha blanca), y  los registros correspondientes antes (1) y después de la 
estimulación (2); los números representan el sitio del registro. A la derecha se muestra una LTP típica 
después de una estimulación de alta frecuencia (100Hz por 1minutos, flecha negra), y los registros 
correspondientes antes (1) y después de la estimulación (2); los números representan el sitio del registro 
(modificada de Citri y Malenka, 2008). 

 

Como se mencionó, el núcleo estriado está involucrado en la ejecución de programas 

motores aprendidos por lo que la integración de las señales sinápticas pueden generar 

plasticidad, de hecho ya se ha reportado plasticidad sináptica en el estriado y a 

continuación se abundará en el tema. 

 

1.7. Plasticidad en el estriado 

En el estriado se han realizado estudios sobre los fenómenos de plasticidad sináptica y 

en particular se han enfocado a la descripción de los fenómenos plásticos entre la 

conexión cortical y las NEM (conexión glutamatérgica corticoestriatal). Estas 

investigaciones han mostrado que se puede generar LTP y LTD en dichas sinapsis, 

(Calabresi et al., 1996) dependiendo del tipo de estimulación que se realice (Fino et al., 

2005). 
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Se sabe que con una estimulación de alta frecuencia se puede generar LTD 

dependiente de la despolarización de la membrana, la activación de receptores 

metabotrópicos glutamatérgicos y la coactivación de los receptores a dopamina tipo D1 

y D2. Mientras que para inducir la LTP se requiere el desbloqueo de los receptores 

NMDA que es logrado con el uso de medios libres de Mg2+ (Calabresi et al., 1992b).  

Sin embargo, a pesar de que se sabe que la mayoría de las sinapsis del núcleo 

estriado son GABAérgicas, se ha descrito poco acerca de la presencia de plasticidad 

GABAérgica, la cual parecen tener un papel importante en los procesos intrínsecos del 

núcleo estriado (Adermark et al., 2009, Rueda-Orozco et al., 2009).  

 

1.8. Dopamina y su papel el estriado 

La DA es una catecolamina, involucrada en diferentes funciones importantes del 

cerebro (movimiento, atención y aprendizaje), y los efectos reforzantes de las drogas. 

Existen varios sistemas de neuronas dopaminérgicas que participan en dichas 

funciones, dos de los más importantes se originan en el mesencéfalo (nigroestriatal y el 

mesolímbico). En el sistema nigroestriatal las neuronas dopaminérgicas se encuentran 

en la sustancia nigra pars compacta y proyectan sus axones hacia el núcleo estriado 

involucrando en el control de movimiento; mientras que en el sistema mesolímbico las 

neuronas dopaminérgicas se localizan en el área ventral tegmental, de donde los 

axones que proyectan al núcleo accumbens, la amígdala y el hipocampo están 

involucrados en efectos reforzadores y los que proyectan hacia la corteza prefrontal 

(sistema mesolímbico cortical) participan en la formación de memoria a corto plazo, 

planificación y estrategias para la resolución de problemas (Gerfen, 1992, Carlson, 

2004).  

La diversidad de las acciones fisiológicas de la DA es mediada por al menos cinco 

distintos subtipos de receptores, todos ellos son metabotrópicos y acoplados a 

proteínas G. Los receptores a DA de la familia D1 son dos: los  D1 y D5, ambos 

acoplados a la proteína Gs y activan a la adenilato ciclasa; por otro lado los receptores 

a DA de la familia D2 son tres: los D2, D3 y D4, estos se acoplan a la proteína Gi o Go e 

inhiben a la adenilato ciclasa. 

El estriado recibe una entrada densa dopaminérgica que constituye, el 21% del total 

de sus terminales axónicas contactando a las dendritas y el tallo de las espinas. Esta 
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entrada dopaminérgica es esencial en el estriado pues en ausencia de ella el circuito de 

los GB no funciona (Mc Geer, 1993). 

En el estriado los receptores dopaminérgicos están distribuidos de la siguiente 

manera: las NEM de la vía directa expresan los receptores D1 (90%), D3 (50%) y D4 

(10%) y las NEM de la vía indirecta expresan los RD2 (90%), RD1 (10%), RD3 (10%), 

RD4 (10%) y RD5 (10%) y las interneuronas GABAérgicas - PV (+) - expresan los RD5 

(70%) (tabla 1). 

 

Distribución de los receptores a Dopamina 

Tipo de receptor a 

DA 

RD1 RD2 RD1 

Subtipo RD1 RD2 RD3 RD4 RD5 

      

NEM vía directa 90%  50% 10%  

NEM vía indirecta 10% 90% 10% 10% 10% 

Interneurona GABA 

(FS) 

    70% 

      

 

Tabla 1. Distribución de los receptores a DA de las NEM de la vía directa y las de la vía indirecta, así 
como las interneuronas GABAérgicas (FS) (modificado de Tritsch y Sabatini, 2012). 

 

La gran entrada dopaminérgica junto con una alta heterogeneidad de receptores 

dopaminérgicos sugiere que los microcircuitos estriatales están modulados por la DA a 

diferentes niveles y donde el sistema es co-activado por D1 y D2 generando una 

interacción que lleva a un efecto sinérgico de ambos receptores.  

Cuando las NEM mueren, todos estos circuitos son modificados desencadenando 

diversas patologías, una de ellas es la enfermedad de Huntington. 
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1.9. Enfermedad de Huntington 

El Huntington es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria, la cual puede producir 

alteraciones cognitivas, psiquiátricas y motoras; es progresiva y termina con la muerte 

de quien la padece (Hernández-Echeagaray, 2010). Fue descrita en 1872 por George 

Huntington como un desorden progresivo, combinando corea con trastornos del 

comportamiento y demencia (Huntington, 1872). La corea es el movimiento involuntario 

más característico de la enfermedad, significa “baile” en griego y consiste en 

movimientos bruscos, irregulares, constantes, rapidos y breves, que afectan al azar los 

miembros, la cara o la musculatura axial del tronco. A nivel mundial su incidencia es de 

10 por cada 100000 habitantes y generalmente se presentan los síntomas en la 4 

decada de vida llevando a los pacientes a la muerte en un promedio de 10 a 20 años 

(Weiner, 1989). 

Esta enfermedad se desencadena por una mutación genética en el brazo corto del 

cromosoma 4 (Martin, 1982), la cual  afecta a una proteína de función desconocida 

llamada huntingtina (htt). El defecto se debe a una expansión de tripletes CAG (que 

codifica para glutamina) por lo que se obtiene una proteína poliglutaminada. 

En la secuencia original existen entre 6 y 35 repeticiones de CAGs, mientras que en 

la condición de enfermedad, este número se eleva de 40 hasta más de 100 

repeticiones. Este cambio es suficiente para que la huntingtina poliglutaminada 

desencadene la degeneración de las NEM del NE (Alexi et al., 2000), causando daños 

primero en la vía indirecta relacionada con la inhibición del movimiento, y la 

degeneración en la vía directa asociada a la facilitación del movimiento; para 

desencadenar la muerte de ésta población neuronal (Hernández-Echeagaray, 2004).  

 

Además se ha observado que en la HD hay un incremento en la concentración de DA 

(Chen et al., 2013), lo cual contribuye en la neurotoxicidad de las NEM, por la alta 

concentración de DA (Jakel y Maragos, 2000). 

Para el estudio de la HD se han desarrollado diferentes modelos animales, que van 

desde los modelos farmacológicos hasta la generación de ratones transgénicos. Uno de 



 ANTECEDENTES 

 

 
12  

los más importantes por su alta similitud a la patología y porque involuntariamente se ha 

visto su efecto en humanos, es el modelo farmacológico del ácido 3-nitropropiónico. 

 

 

1.10. El Ácido 3-Nitropropiónico como modelo farmacológico de la enfermedad de 

Huntington 

El ácido 3-Nitropropiónico (3-NP) es una micotoxina presente en la caña de azúcar, que 

en el año de 1972 produjo una intoxicación aguda en seres humanos. Las personas 

intoxicadas presentaban alteraciones neuropatológicas semejantes a las presentes en 

pacientes con HD. Por ejemplo, en los individuos intoxicados con 3-NP, se detectó una 

necrosis bilateral selectiva del putamen, lo cual también se ha observado en enfermos 

de Huntington. Se ha descrito que los cerebros post morten de pacientes con 

Huntington exhiben alteraciones en los complejos mitocondriales del estriado, lo que 

sugiere que en la HD existe un déficit de energía celular que parece desencadenar la 

patología (Brouillet et al., 1999). En este sentido se sabe que una de las funciones de la 

huntingtina normal es proteger del daño apoptótico mitocondrial (Rigamonti et al., 2000, 

Rigamonti et al., 2001), mientras que la huntingtina poliglutaminada no lo hace, por lo 

que se generan defectos mitocondriales y daño oxidativo (Pérez-Severiano et al., 2000) 

llevando a un desabasto energético similar al de nuestro modelo farmacológico del 3-

NP, por lo que es un estupendo modelo que imita a la HD. En  el caso del 3-NP el déficit 

energético se produce porque se bloquea de manera irreversible a la enzima succinato 

deshidrogenasa (SDH), en el complejo II mitocondrial. El bloqueo es posible debido a 

que el 3-NP tiene una estructura molecular muy similar a la del ácido succínico, sustrato 

endógeno de la SDH (figura 3). 
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Figura 3. A la izquierda: esquema que ejemplifica como el ácido 3-nitropropiónico (3-NP) inhibe a la 
succinato deshidrogenasa (SDH) provocando un déficit energético; a la derecha estructura molecular del 
3-NP y del ácido succínico, sustrato de la SDH (modificado de Brouillet et al., 1999). 

 
 

Cuando el 3-NP inhibe el complejo II mitocondrial, se bloquea parte del transporte de 

electrones y se provoca la disminución en la síntesis de ATP. Este déficit energético 

produce la despolarización de la membrana celular por un mal funcionamiento de las 

ATPasas de Na+/K+. Estas alteraciones mitocondriales también favorecen la formación 

de radicales libres y por lo tanto de daño celular (Nasr et al., 2003, Rodríguez et al., 

2010).  

Cuando existe daño neuronal se generan diversos cambios que muchas veces son 

compensatorios y tratan de ajustar al sistema. Entre ellos se encuentran los cambios en 

la plasticidad sináptica. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Se sabe que el estriado está involucrado en la ejecución de programas motores 

previamente adquiridos y presenta plasticidad sináptica en las sinapsis provenientes de 

la corteza, sinapsis glutamatérgicas corticoestriatales. Adicionalmente se ha 

demostrado que la DA modula tanto la transmisión sináptica como la plasticidad 

sináptica corticoestriatal (Calabresi et al., 2009, Bromberg-Martin et al., 2010, Nishi et 

al., 2011, Willis et al., 2012). 

Así la activación de los RD1 incrementa las corrientes iónicas inducidas por 

glutamato, mientras que la activación de los RD2 las atenúa (Cepeda et al., 1993, 

Hernández-Echeagaray et al., 2004). La LTD depende de los RD1 y de los RD2, 

mientras que la LTP depende de los RD1 (Calabresi et al., 1992a, Calabresi et al., 

2007). Incluso se ha propuesto que la LTD corticoestriatal se genera solo por las NEM 

de la vía indirecta (las que tienen receptores a dopamina de la familia D2) (Kreitzer y 

Malenka, 2007), aunque esto aún está en debate. 

Sin embargo, a pesar de que se sabe que la mayoría de las sinapsis del núcleo 

estriado son GABAérgicas, no se conoce con precisión los fenómenos de plasticidad 

que ocurren en estas sinapsis (Kawaguchi et al., 1995, Sten Grillner, 2006). Tanto las 

sinapsis de interneuronas GABAérgicas con NEM como las sinapsis de NEM con otras 

NEM son de carácter GABAérgico (Kita, 1993) y están moduladas por DA. La activación 

de los D1R reduce las corrientes inducidas por GABA en NEM (Hernández-Echeagaray 

et al., 2007), mientras que la activación de los D2R disminuye la liberación de GABA 

(Guzman et al., 2003). También se ha descrito que la estimulación de alta y baja 

frecuencia induce depresión a corto plazo (STD) en ambos tipos de sinapsis 

GABAérgicas (Koos et al., 2004, Gustafson et al., 2006). Dicha plasticidad incrementa 

con agonistas a RD1 en sinapsis NEM-NEM mientras que disminuye con agonistas a 

RD2; por su parte en las sinapsis de interneuronas-NEM no se ha observado ningún 

cambio en la STD por la presencia de agonistas de RD1 ni de RD2 (Tecuapetla et al., 

2007). No obstante, la plasticidad a largo plazo de estas sinapsis GABAérgicas apenas 

se ha comenzado a estudiar (Rueda-Orozco et al., 2009), y se desconoce el papel de la 

DA en ella o si se altera en caso de daño neuronal como lo que se ha visto en las 

sinapsis glutamatérgicas del estriado (Cepeda et al., 2007, Di Filippo et al., 2007). 
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En este proyecto nos enfocamos en el análisis de la modulación dopaminérgica tanto 

de las sinapsis inhibitorias del estriado, específicamente entre las interneuronas 

GABAérgicas y las NEM, como de su plasticidad sináptica; para determinar si esta 

plasticidad se modifica cuando hay un daño neuronal en el estriado, en este caso 

causado por el desabasto energético producido por el 3-NP, modelo farmacológico de la 

enfermedad de Huntington. 

 

3. HIPÓTESIS 

Si la plasticidad en las sinapsis GABAérgicas estriatales está modulada por dopamina, 

cuyos niveles se modifican en la enfermedad de Huntington, ésta sufrirá modificaciones 

cuando haya daños en el núcleo estriado como los que se observan en la enfermedad 

de Huntington. 

 

4. OBJETIVOS 

 

General 

Determinar si las sinapsis GABAérgicas del estriado presentan plasticidad sináptica y si 

estas sinapsis y su plasticidad están moduladas por DA. Así mismo determinar si la 

plasticidad es modificada en un modelo farmacológico de la HD. 

 

 

Específicos 

 Estudiar la modulación dopaminérgica en las sinapsis entre interneuronas 

GABAérgicas y NEM 

 Determinar si existe plasticidad GABAérgica en el estriado, analizando las sinapsis 

entre interneuronas y NEM. 

 Evaluar si la dopamina modula esta plasticidad GABAérgica. 

 Determinar si ésta plasticidad GABAérgica del estriado, sufre modificaciones en 

condiciones de daño por el modelo farmacológico de la HD. 
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1. Registros electrofisiológicos 

Los experimentos se realizaron con ratones C57-BL/6 de 30 a 35 días, mantenidos a 

temperatura ambiente con agua y comida ad libitum y bajo un ciclo normal de luz-

obscuridad de 12 por 12 horas. Los animales se asignaron a dos grupos; Control y 

Tratado con 3-NP; fueron inyectados intraperitonialmente con el vehículo y con 3-NP 

respectivamente. Las inyecciones se realizaron una vez al día durante 5 días en una 

dosis de 15mg/kg de peso por día y posteriormente se dejaron descansar dos días 

antes de cada experimento electrofisiológico (ver Rodríguez et al. 2010). También 

fueron utilizados ratones BACD1- GFP para la identificación de las NEM de la vía 

directa, ya que estos ratones tienen a la proteína verde fluorescente (GFP, por sus 

siglas en inglés) acoplada al promotor de los receptores a dopamina tipo D1 y por lo 

tanto es posible su identificación visual. Los animales fueron anestesiados y 

decapitados para extraer rápidamente el cerebro, el cual se colocó en una solución 

ringer que imita el líquido cerebroespinal y que contenía (en mM): NaHCO3 26, 

NaH2PO4 1.25, NaCl 130, KCl 3, MgCl2 5, Glucosa 10, CaCl2 1 y que estaba 

continuamente burbujeada con una mezcla de gas 95% O2 y 5% CO2. Posteriormente 

se obtuvieron rebanadas sagitales del cerebro de 300 µm en un Vibratomo (Pelco 102, 

modelo 1000 plus) y se dejaron reposar una hora a temperatura ambiente en una 

solución que contenía (en mM): NaHCO3 26, NaH2PO4 1.25, NaCl 130, KCl 3, MgCl2 2, 

Glucosa 10, CaCl2 2, burbujeada con 95% O2 y 5% CO2.  

 

Para realizar los registros electrofisiológicos, las rebanadas fueron sumergidas en 

una cámara con perfusión continua de 2mL/minuto, donde las células se visualizaron 

con un microscopio Olympus (BX51WI, Alemania) con objetivo de inmersión, una 

cámara Hitachi CCD y un filtro infrarrojo.  
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Los electrodos para estos registros se obtuvieron de capilares de borosilicato (World 

Precision Instruments, Inc.) a los cuales se les dio la forma y la apertura apropiada en 

un estirador de pipetas Sutter (Instrumento. Co.), modelo P-97. Posteriormente se 

llenaron con una solución interna que contenía (en mM): KH
2
PO

4
 72, KCl 36, 

MgCl
2
·6H

2
O 2, HEPES 10, EGTA 1.1, Na

2
ATP 0.2, Na

3
GTP 0.2 y QX-314 5 para 

bloquear las corrientes de acción. En algunos registros también se agregó biocitina al 

0.5 % para poder visualizar la célula registrada posteriormente. El pH fue de 7.2 y la 

osmolaridad de 275 mOsm/L. 

 

 

5.1.1. Registro de célula completa (“whole cell”) 

Para llevar a cabo los registros de célula completa se utilizó la técnica de patch clamp 

con fijación de voltaje. La respuesta sináptica GABAérgica de las NEM se indujo 

estimulando a las interneuronas GABAérgicas del estriado en presencia de los 

antagonistas glutamatérgicos: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) y ácido 2-

amino-5-fosfonovalerico (APV), en el baño durante todo el experimento. Con ello se 

obtuvieron sólo corrientes postsinápticas inhibitorias (IPSC) de las NEM.  

Se realizó una estimulación de campo dentro del estriado, según lo descrito 

previamente (Guzman et al., 2003, Tecuapetla et al., 2005), para estimular 

principalmente a las interneuronas GABAérgicas, ya que como se ha mencionado, 

dentro del estriado podemos encontrar dos tipos de sinapsis GABAérgicas sobre las 

espinosas medianas: aquellas provenientes de las colaterales axónicas y las de 

interneuronas con NEM. En este trabajo nos enfocamos en el análisis de las sinapsis 

que provienen principalmente de las interneuronas GABAérgicas (figura 4). 
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Figura 4. Esquema del área de registro, realizando estimulación de campo dentro del estriado, para 
estimular principalmente a las interneuronas GABAérgica, y registrando en una NEM. 

 

 

La estimulación para obtener las corrientes, se realizó a una frecuencia de 0.1 Hz 

con intensidad variable. Para determinar la intensidad estimulación adecuada que nos 

permitió observar cualquier cambio en las corrientes sinápticas, se realizó una curva 

intensidad de estimulación contra amplitud de corriente evocada antes de cada 

experimento. En esta gráfica se determinó la intensidad media, es decir, la intensidad 

de estimulación en la cual se evoca la mitad de la amplitud máxima de corriente para 

cada experimento (figura 5). Por lo que al estimular en esta intensidad media pudimos 

observar tanto incrementos como decrementos en la amplitud de las corrientes 

sinápticas. El potencial de mantenimiento fue de -70mV. 
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Figura 5: Curva intensidad contra amplitud, donde podemos observar la intensidad de estimulación 
media (línea punteada), en este ejemplo fue de 26 A. A la derecha se muestran los trazos obtenidos 
para distintas intensidades de estimulación (de 19 a 40A). 

 

 

Los registros se realizaron en las NEM y se grabaron las corrientes control durante 

10 minutos antes de agregar el modulador en el baño o dar el protocolo de plasticidad. 

En la modulación utilizamos agonistas y antagonistas dopaminérgicos, además de la 

DA en dos diferentes concentraciones; y para la plasticidad sináptica después de probar 

diferentes protocolos, de alta y baja frecuencia (que son los que se han empleado en la 

literatura para la plasticidad GABAérgica, Adermark et al., 2009, Rueda-Orozco et al., 

2009), determinamos que el mejor protocolo para inducir la plasticidad estriatal, en 

nuestras condiciones experimentales, fue el de estimulación de alta frecuencia (HFS) 

que consistió en 3 trenes, de 3 segundos, con una frecuencia de 100Hz y un intervalo 

de 10 segundos entre cada tren; y por lo tanto este último fue el que se empleó en los 

experimentos de plasticidad. 
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5.1.1.1. “Gap Free” 

En los registros de Gap Free (libre variación) solo se grabó la actividad GABAérgica 

espontanea de las NEM, sin estimulación, en presencia de los antagonistas 

glutamatérgicos (CNQX y APV). Estos registros nos permitieron determinar cambios a 

nivel presináptico o postsináptico dependiendo si el cambio fue en la frecuencia de 

disparo o en la amplitud de las corrientes respectivamente. 

 

5.2. Inmunohistoquímica 

Los registros fueron hechos en una rebanada de tejido, infundido con biocitina en la 

pipeta de registro y una vez terminado el experimento se guardó en paraformaldehido al 

30% durante 24 horas, transcurrido el tiempo se lavó la rebanada con PBS y se cortó en 

rebanadas de 50m incubándolas con avidina-cy3 para posteriormente visualizarlas en 

un microscopio de fluorescencia y encontrar la célula registrada.  

Las imágenes de fluorescencia se obtuvieron con una cámara Hamamatsu (Orca 

C4742-95, Japón) acoplada al sistema de adquisición de imagen Olympus Cell M (luz 

de exitación 450-490nm; luz de emisión 502-538nm). Las rebanadas fueron cubiertas 

con Vectashield para su reconstrucción tridimensional. La imagen final fue obtenida con 

un microscopio de fluorescencia confocal (Olympus FV-1000) y adquirida con el 

software Olympus Fluo View 3.1.  

 

5.3. Ratones BAC D1-GFP 

Los ratones BAC D1-GFP nos fueron facilitados de una producción del “Mutant Mouse 

Regional Resource Center U42OD010918” de la Universidad de Missouri, que se 

encuentra en el IFC, UNAM. Estos ratones BAC D1-GFP tienen acoplada la proteína 

verde fluorescente  (GFP, por sus siglas en inglés) en el promotor de los RD1, lo cual 

nos permitió identificar tanto a las NEM de la vía directa: las células fluorescentes, como 

a las NEM de la vía indirecta: aquellas células sin fluorescencia. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Análisis de las corrientes inducidas por GABA en ratones control 

6.1.1. Caracterización 

6.1.1.1. Inmunohistoquímicas 

Las NEM fueron visualizadas mediante la inmunohistoquímica de las rebanadas de 

cerebro registradas, en ellas se pudo identificar la morfología de dichas neuronas (figura 

6). 

 

 

Figura 6. Reconstrucción de una NEM, la cual fue llenada con biocitina durante el registro y 
posteriormente se revelo con avidina-cy3. 
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6.1.1.2. Inhibición con Bicuculina 

Como se mencionó, al estimular dentro del estriado evocamos corrientes sinápticas 

entre interneuronas y NEM, éstas sinapsis son de carácter GABAérgico por lo que son 

evocadas en presencia de los inhibidores glutamatérgicos: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-

2,3-diona (CNQX) y ácido 2-amino-5-fosfonovalerico (APV). Y para caracterizarlas 

utilizamos Bicuculina, un inhibidor de los receptores GABAA. En la figura 7 mostramos 

que en presencia de la Bicuculina son eliminadas las corrientes, dejando clara su 

naturaleza inhibitoria.   

 

 

 

Figura 7. Trazos representativos de corrientes postsinápticas inhibitorias, inducidas por la activación de 
los receptores GABAA. Registro de una NEM en presencia de CNQX (10M) y APV (50M), con 
Bicuculina (10µm) y la sobreposición de los trazos. 
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6.1.1.3. Potencial de inversión de cloro 

Uno de los puntos importantes a considerar cuando se realizan registros 

electrofisiológicos es la determinación del potencial de registro, ya que para fijarlo se 

debe considerar el potencial de reposo de la célula y el poder generar corrientes de 

suficiente tamaño para ser medidas. El tamaño de estas corrientes está determinado 

por la fuerza electromotriz, que proviene de que tan lejos este el potencial de registro 

del potencial de inversión de la corriente que deseamos medir, en este caso corrientes 

de cloro (anión que atraviesa los receptores GABAA y responsable de las corrientes 

inhibitorias). Debido a que las NEM tienen un potencial de reposo muy cercano al 

potencial de inversión del cloro en las condiciones fisiológicas, decidimos modificar la 

concentración de cloro en la solución interna para incrementar la fuerza electromotriz 

(Guzman et al., 2003). Incrementando la concentración de cloro se determinó el nuevo 

potencial de inversión, en la figura 8 se indica la gráfica del potencial impuesto contra la 

corriente generada, de donde se obtiene el nuevo potencial de inversión del cloro 

experimental (el potencial de inversión es aquel en el cual la corriente es cero, es decir 

el flujo de corriente neto es cero y a partir de ahí la corriente cambia de sentido). 

  

 

Figura 8. Derecha: Trazos representativos de las corrientes obtenidas a los diferentes potenciales 
impuestos (mostrados a la derecha de cada trazo). Izquierda: Gráfica de las corrientes contra el potencial 
impuesto, de donde se obtiene el potencial de inversión experimental de corrientes inhibitorias de cloro 
(ECl = -23.1 mV).  

 

Este nuevo potencial de inversión de cloro nos permitió hacer registros al potencial 

de reposo de la célula, donde es más estable.  
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6.1.2. Modulación Dopaminérgica 

Para determinar el papel que ejerce la DA en las sinapsis entre interneuronas 

GABAérgicas y NEM, se analizó la influencia de agonistas y antagonistas de DA sobre 

las corrientes postsinápticas Inhibitorias (IPSC). En el estriado se expresan tanto 

receptores a DA de tipo D1 como D2, por lo que utilizamos SKF81297 y Quinelorane 

como agonistas de dichos receptores respectivamente; y SCH23390 y Sulpiride como 

antagonistas también de los RD1 y RD2 respectivamente. Adicionalmente analizamos el 

efecto de dos diferentes concentraciones de DA en estas corrientes. 

 

6.1.2.1. Receptores a dopamina tipo D1 

Se obtuvieron los registros en whole cell y posteriormente se agregó el agonista de los 

RD1 (SKF81297, 10µM) generando una respuesta diferencial, en el 37.5% de los 

registros se obtuvo un incremento en las IPSC, en el 50% un decremento y el 12.5 % no 

cambio la amplitud de las IPSC (figura 9D). El incremento observado fue del 74% 

respecto a la amplitud de las corrientes control (Control 100.248±0.599 vs SKF 

174.361±6.546, t
2
=2.791, p=0.049), mientras que la disminución tan solo fue del 27% 

(Control 100.519±0.880 vs SKF 73.694±4.499 t3=5.851, p=0.001, figura 9A-C).  

Para determinar si el efecto modulatorio se debió a un mecanismo pre o 

postsináptico se realizó el análisis de pulso pareado, el cual consiste en dar dos 

estímulos cercanos en el tiempo y medir la proporción de las amplitudes respuesta, si 

esta proporción cambia estamos frente a un mecanismo pre sináptico; así mismo 

analizamos las constantes de tiempo al pico (CTP) y de decaimiento (CTD), donde 

cambios en ellas nos indicarían cambios en el mecanismos postsinápticos.  

En los registros donde incrementaron las IPSC no se obtuvo un cambio significativo, 

ni en la proporción del pulso pareado (PPR), ni en las constantes de tiempo (PPR: 

t2=0.301, p=0.778, CTP: t2=-0.246, p=0.818, CTD: t2=1.677, p=0.169) (figura 9E). En 

aquellos registros donde se encontró un decremento de las IPSC se obtuvo una 

disminución en la PPR que si bien no fue significativa, la prueba estadística mostró una 

mayor acercamiento a los límites de la significancia (PPR: t3=2.324, p=0.059) (figura 

9F). En las constantes de tiempo no se obtuvo ningún cambio (CTP: t3=-0.287, p=0.784, 

CTD: t3=-0.340, p=0.746) (figura 9F). Estos resultados indicarían un posible mecanismo 

presináptico detrás del efecto modulatorio del agonista a los RD1.   
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Figura 9. Efecto de la activación de los RD1. Trazos representativos del incremento (A) y decremento de 
las IPSC (B) en presencia del agonista de los RD1 (SKF81297, 10µM); y sus cursos temporales (C). Los 
datos están expresados en % de cambio con respecto al control. D) Cambios en % de la modulación de 
las IPSC por el agonista de los RD1. E) Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al 
segundo (PPR) de las IPSC que incrementaron y las constantes al pico y de decaimiento de las 
corrientes inhibitorias en el control y en presencia de SKF81297. F) Proporción de la amplitud de la IPSC 
del primer pico respecto al segundo (PPR) de las IPSC que decrementaron y las constantes al pico y de 
decaimiento de estas corrientes en el control y en presencia del agonista RD1. Número de células (n) que 
incrementaron las IPSC=3,  n que decrementaron las IPSC=4 y n que no cambio=1.     
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Por otro lado en presencia del antagonista de los RD1 se generó un incremento en 

las IPSC del 54% (Control 101.465 ± 0.816, vs SCH 155.553 ± 15.191; t4=-3.555, p= 

0.007) en el 71.4% de las células registradas (figura 10A-C), un 14.3% decremento la 

amplitud de las corrientes y en el otro 14.3% no cambia la amplitud de la corriente. En el 

análisis de PPR y las constantes de tiempo no se observó ningún cambio significativo 

(PPR: t4=1.59, p=0.151, CTP: t4=-0.189, p=0.855, CTD: t4=0.722, p=0.491) (figura 10D-

E). 

 

6.1.2.2. Receptores a dopamina tipo D2 

Se registraron las IPSC en presencia y ausencia del agonista de los RD2 (Quinelorane, 

10µM). Este agonista indujo un incremento en la amplitud de las corrientes en el 27.3% 

de los registros realizados y un decremento en el 54.5%, el otro 18.2% no presentó 

ningún cambio (figura 11C). El incremento en la amplitud de las IPSC fue del 57% 

respecto a la amplitud de las corrientes control, sin embargo no alcanzó una diferencia 

significativa. En los experimentos donde se observó decremento en las IPSC éste fue 

de 41% (Control 100.11 ± 0.26 vs Quinelorane 58.69 ± 3.046 t
5
=13.246, p=0.00004) 

(figura 11 A-B) y ni la proporción del pulso pareado ni las constantes de tiempo 

generaron cambio significativo (PPR: t5=-0.325, p=0.377, CTP: t5=-1.199, p=0.132, 

CTD: t5=-0.794, p=0.225) (figura 11 D-E). 
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Figura 10. Efecto de la inhibición de los RD1. Trazos representativos de IPCP en ausencia y presencia 
de SCH23390 1µM (A) y su curso temporal (B). Los datos están expresados en % de cambio con 
respecto al control. C) Cambios en % de la modulación de las IPSC por el antagonista de los RD1. D) 
Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en el control y en presencia del 
antagonista de RD1. E) Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el control y 
en presencia de SCH23390. n que incrementaron las IPSC=5,  n que decrementaron las IPSC=1 y n que 
no cambio=1. 
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Figura 11. Efecto de la activación de los RD2. Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia 
del Quinelorane 10µM (A) y su curso temporal (B). Los datos están expresados en % de cambio con 
respecto al control. C) Cambios en % de la modulación de las IPSC por el agonista de los RD2. D) 
Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el control y en 
presencia del agonista de RD2. E) Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el 
control y en presencia de Quinelorane. n que incrementaron las IPSC=3,  n que decrementaron las 
IPSC=6 y n que no cambio=2. 
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El Sulpiride, antagonista de los RD2 (1µM) no moduló las corrientes sinápticas 

inhibitorias del NE (t4=-0.725, p=0.245) (figura 12A-C), por tanto tampoco hubo cambios 

en la PPR (t4=-0.336, p=0.373) (figura 12D).  

 

 

 

Figura 12. Efecto de la inhibición de los RD2. Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia 
de Sulpiride 1µM (A) y su curso temporal (B). Los datos están expresados en % de cambio con respecto 
al control. C) Cambios en % de la modulación de las IPSC por el antagonista de los RD2. D) Proporción 
de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el control y en presencia del 
antagonista de RD2. n que no cambio=5. 
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6.1.2.3. Dopamina (200nM y 20µM) 

Para completar el estudio de la modulación Dopaminérgica también se evaluó el efecto 

de la DA sobre la transmisión GABAérgica, a dos diferentes concentraciones: 200nM y 

20µM.  

Nosotros encontramos que a bajas concentraciones de DA (200nM) la amplitud de 

las IPSC decrementó en un 54.5% comparadas con el control (t2=5.968, p=0.027) 

(figura 13A-B). Este decremento fue observado en el 42.9% de los registros (figura 

13C), los cuales no presentaron cambios significativos ni en la PPR ni en las constantes 

de tiempo (figura 13D-E). En el restante 57.1% de los registros no se observó ningún 

cambio en la amplitud de las corrientes. 

En concentraciones altas de DA (20µM) el 53.8% de los registros no generó 

modulación y el 38.5% produjo un decremento en la amplitud de las corrientes, 

disminuyéndolas un 39.9% respecto al control (t4=3.150, p=0.0345) (figura 14A-C). La 

PPR no exhibe ningún cambio significativo (t4=1.171, p=0.307) (figura 14D), además la 

constante al pico incremento significativamente en un 28% comparada con el control 

(t4=3.393, p=0.0275) (figura 14E) y la constante de decaimiento permanece igual 

(t4=1.928, p=0.12). Estos datos sugieren que la modulación de DA a altas 

concentraciones (20µM), sobre la transmisión GABAérgica, se da a través de un 

mecanismo postsináptico. 
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Figura 13. Efecto de la DA 200nM. Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia de DA 
(200nM) (A) y su curso temporal (B). Los datos están expresados en % de cambio con respecto al 
control. C) Cambios en % de la modulación de las IPSC por la DA 200nM. D) Proporción de la amplitud 
de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el control y en presencia de la DA. E) 
Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el control y en presencia de DA a 
200nM. n que decrementan las IPSC=3 y n que no cambio=4. 
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Figura 14. Efecto de la DA 20µM. A) Trazos representativos de IPSC en ausencia y presencia de DA 
(20µM).  B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia y ausencia de DA. Los datos están 
expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % de la modulación de las IPSC por 
la DA 20µM. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo (PPR) en el 
control y en presencia de la DA. E) Constantes al pico y de decaimiento de las corrientes inhibitorias en el 
control y en presencia de DA a 20µM. n que incrementaron las IPSC=1, n que decrementaron las IPSC=5 
y n que no cambio=7. 
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6.1.3. Plasticidad sináptica 

6.1.3.1. Registros control 

En la figura 15A se presentan los trazos de las IPSC antes y después de la estimulación  

de alta frecuencia, como se puede observar después de la HFS disminuyó la amplitud 

de las corrientes por más de 30 minutos, generando así una depresión a largo plazo 

(LTD) (figura 15B).  

La LTD observada se indujo en el 50% de las células registradas mostrando una 

disminución del 49% respecto al control (t6=5.919, p<0.001). En el 42.9% de los 

registros no se observó ningún cambio en la amplitud de la corriente después de la HFS 

y solo en un 7.14% se presentó un incremento en la amplitud después de la HFS que 

duró más de 30 minutos generando potenciación a largo plazo (LTP) (figura 15C). En 

estos registros la PPR pre y pos HFS no presento cambios significativos (t6=-0.787, 

p=0.454; figura 15D). Así mismo, en las constantes de tiempo no hubo ningún cambio 

significativo entre la constante de tiempo al pico antes y después de la HFS (t6=-1.235, 

p=0.245), ni tampoco en la constante de decaimiento (t6=36, p=0.699; figura 15E); por 

lo que no podemos concluir si el mecanismo de la LTD es pre o postsináptico. 

Una vez mostrado que las sinapsis inhibitorias presentan plasticidad sináptica, en su 

forma de LTD, se procedió a analizar si la plasticidad era modulada por los receptores a 

DA. Para lo cual se utilizaron tanto agonistas como antagonistas de los distintos tipos 

de receptores.  

 

6.1.3.2. Papel de los receptores a dopamina tipo D1 

En presencia del SKF81297, agonista de los RD1, se obtuvo LTD después de la 

estimulación de alta frecuencia. Interesantemente esta LTD se generó en todos los 

registros realizados, siendo esta del 35% (t6=77, p<0.001; figura 16A-C).  

El análisis de la constante al pico y de decaimiento, no presentaron ningún cambio 

significativo (CTP: t6=-0.711, p=0.490, CTD: t6=-0.943, p=0.364; figura 16D). En el PPR 

se puede ver una tendencia a incrementar después del tren de estimulación (figura 

16E), sin embargo este incremento no fue significativo (t6=-1.184, p=0.259). 
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Figura 15. Plasticidad sináptica GABAérgica. A) Trazos representativos de IPSC antes y después de una 
estimulación de alta frecuencia (HFS: Estimulación de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con 
intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC antes y después de una HFS. Los datos 
están expresados en % de cambio con respecto al control. Como se puede notar la corriente inhibitoria 
disminuye después de la HFS generando una LTD. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan 
las IPSC después de una HFS. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al 
segundo en el control y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento de las corrientes antes 
y después de la estimulación. n con LTP=1,  n con LTD=7 y n que no cambio=6. 
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Figura 16. Efecto de la activación de los RD1 sobre la plasticidad sináptica. A) Trazos representativos de 
IPSC en presencia del agonista de los RD1 (SKF81297) antes y después de una estimulación de alta 
frecuencia (HFS: Estimulación de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso 
temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de SKF81297 antes y después de una HFS. Los datos 
están expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que 
generan las IPSC en presencia del agonista de los RD1. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del 
primer pico respecto al segundo en presencia del SKF81297 y después de la HFS. E) Constantes de 
tiempo de las corrientes, constante al pico y de decaimiento, en presencia de SKF81297 antes y después 
de la estimulación de la HFS. n con LTD=7. 
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Continuando con el análisis modulatorio de la plasticidad de las sinapsis 

GABAérgicas, agregamos el antagonista de los RD1 (SCH23390) y después de la HFS 

se observó una LTD en el 77.8% de los registros, ésta depresión fue del 40% respecto 

al control (t6=10.042, p<0.001; figura 17A-C). No se presentó ningún cambio 

significativo en las constantes de tiempo ni en la PPR (CTP: t6=-0.556, p=0.589,  CTD: 

t6=-0.897, p=0.387, PPR: t6=0.392, p=0.702; figura 17D, E). 

 

6.1.3.3. Papel de los receptores a dopamina tipo D2 

En presencia del agonista de los RD2 y después de la HFS se obtuvo una respuesta 

diferencial, en el 50% de los registros se observó LTD, el 28.6% presentó LTP y un 

21.4% no generó ningún cambio en la amplitud de las IPSC después del tren (figura 

18C). El incremento de la LTP fue del 57% respecto a la amplitud de las corrientes pre 

HFS (t3=-5.685, p=0.0024; datos no mostrados) mientras que el decremento observado 

en la LTD fue del 45.06% (t6=5.838, p=0.001; figura 18A-B). Los experimentos que 

generaron LTP muestran una disminución significativa en la PPR (t3=2.398, p=0.0373) y 

no muestran ningún cambio en las constantes de tiempo (CTP: t3=8, p=0.400, CTD: 

t3=1.133, p=0.160) por lo que la LTP generada en presencia de Quinelorane tiene un 

mecanismo presináptico. Por otra parte la LTD que se generó no presentó cambios ni 

en la PPR ni en las constantes de tiempo (PPR: t6=12, p=0.700, CTP: t6=-0.733, 

p=0.252, CTD: t6=0.239, p=0.411; figura 18D-E). 

Por su parte en presencia del antagonista a los RD2 (Sulpiride) a 1µM, ya casi no se 

genera LTD. La amplitud de las IPSC disminuyen tan solo un 27.8% después de la 

estimulación de alta frecuencia, en todos los registros (t7=4.933, p=0.00169; figura 19A-

C). Ni la PPR ni las constantes de tiempo generaron cambios (figura 19D-E). Fue 

necesario incrementar la concentración de Sulpiride a 10µM para abolir completamente 

la LTD (t4=-1.182 p=0.303; figura 19F-G). Esto demuestra que la activación de los RD2 

es muy importante para la inducción de la LTD en las sinapsis GABAérgicas del 

estriado, pues si bloquean los RD2 se pierde la LTD.  
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Figura 17. Efecto de la inhibición de los RD1 sobre la plasticidad sináptica. A) Trazos representativos de 
IPCP en presencia del antagonista de los RD1 (SCH23390) antes y después de una HFS (HFS: 
Estimulación de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso temporal de la 
amplitud de las IPSC en presencia de SCH23390 antes y después de una HFS. Los datos están 
expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que 
generan las IPSC en presencia del antagonista de los RD1. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del 
primer pico respecto al segundo en presencia del SCH23390 y después de la HFS. E) Constante al pico y 
de decaimiento en presencia de SCH23390 antes y después de la estimulación de la HFS. n con LTD=7 y 
n que no cambio=2. 
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Figura 18. Efecto de la activación de los RD2 sobre la plasticidad sináptica. A) Trazos representativos de 
IPSC en presencia del agonista de los RD2 (Quinelorane) antes y después de una estimulación de alta 
frecuencia (HFS: Estimulación de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso 
temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de Quinelorane antes y después de una HFS. Los 
datos están expresados en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad 
que generan las IPSC en presencia del agonista de los RD2. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del 
primer pico respecto al segundo en presencia de Quinelorane y después de la HFS. E) Constante al pico 
y de decaimiento en presencia de Quinelorane antes y después de la estimulación de alta frecuencia. n 
con LTP=4, n con LTD=7 y n que no cambio=3. 
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Figura 19. Efecto de inhibición de los RD2 sobre la plasticidad sináptica a diferentes concentraciones. 
Trazos representativos de las IPSC en presencia del antagonista de los RD2 (Sulpiride, 1µM) antes y 
después de una HFS (A) y su curso temporal (B). Los datos expresados en % de cambio con respecto al 
control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC en presencia del antagonista de 
los RD2. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en presencia del 
Sulpiride 1µM y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento en presencia de Sulpiride 
antes y después de la HFS. n con LTD=8. F) Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de 
Sulpiride 10µM antes y después de una HFS. G) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las 
IPSC en presencia del antagonista de los RD2 10µM. Como se puede apreciar a esta concentración de 
Sulpiride (10µM) ya no se genera la LTD y por lo tanto la activación de estos receptores  es indispensable 
para  la generación de la LTD. n que no cambio=5. 
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6.1.3.4. Papel de la dopamina (200nM y 20µM) 

Se evaluó el papel de la DA en la plasticidad GABAérgica utilizando dos 

concentraciones: 200nM y 20µM. A 200nM la estimulación de alta frecuencia genera 

LTD en el 60% de los registros (figura 20A-C). En esta LTD las corrientes disminuyeron 

un 73.11% comparadas con las corrientes antes de la HFS (t2=10.255, p=0.00938). La 

DA a esta concentración no genera cambios en la PPR ni en la cinética de la corriente 

(figura 20D-E). En el 20% de los registros se generó LTP y en el otro 20% no se 

presentó plasticidad (figura 20C).  

Por otro lado la concentración alta de DA (20µM) induce un incremento significativo 

en la amplitud de las IPSC, después de la estimulación de alta frecuencia (t5=1.826, 

p=0.125; figura 21A-B). El 50% de los registros generó esta LTP, el 25% generó LTD y 

el otro 25% no produjo cambios en la amplitud de las corrientes después de la HFS 

(figura 21C). En la LTP el incremento fue del 32% comparado con la amplitud de la 

corriente antes de la HFS.  La PPR no cambió y las constantes de tiempo tampoco 

(figura 21D-E). 
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Figura 20. Efecto de la DA 200nM sobre la plasticidad sináptica. A) Trazos representativos de IPSC en 
presencia de DA 200nM antes y después de una estimulación de alta frecuencia (HFS: Estimulación de 
alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las 
IPSC en presencia de DA antes y después de una HFS. Los datos están expresados en % de cambio con 
respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC en presencia de DA 
200nM. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en presencia de DA 
y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento en presencia de DA 200nM antes y después 
de la estimulación de alta frecuencia. n con LTP=1, n con LTD=3 y n que no cambio=1.  
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Figura 21. Efecto de la DA 20µM sobre la plasticidad sináptica. Trazos representativos de las IPSC en 
presencia de DA antes y después de una HFS (A) y su curso temporal (B). Los datos están expresados 
en % de cambio con respecto al control. C) Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC 
en presencia de DA 20µM. D) Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo 
en presencia de DA y después de la HFS. E) Constante al pico y de decaimiento en presencia de DA 
20µM antes y después de la estimulación de alta frecuencia. n con LTP=6, n con LTD=3 y n que no 
cambio=3. 
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Como se observa, el Sulpiride previene la generación de LTD, pues la activación de 

los RD2 es necesaria para su generación. En el caso de la LTD obtenida a baja 

concentración de DA (200nM), también es prevenida en presencia de Sulpiride (figura 

22A-B); por su parte la LTP generada en presencia de DA a alta concentración (20µM) 

no se ve modificada en presencia de Sulpiride (figura 22B-D). Indicando que la DA a 

bajas concentraciones genera la LTD por el mismo mecanismo que depende de la 

activación de los RD2; mientras que a altas concentraciones se genera una LTP que no 

depende de los RD2. En ninguno de los dos casos se observó cambios en la PPR 

(figura 22C). 

 

 

 

Figura 22. Efecto de la DA 200nM y 20µM sobre la plasticidad sináptica en presencia de Sulpiride. 
Trazos representativos de IPSC en presencia de DA 200nM y Sulpiride antes y después de una HFS (A) 
y de DA 20µM y Sulpiride antes y después de la HFS (D); Sus cursos temporales (B) puntos negros: DA 
200nM y Sulpiride, puntos grises: DA 20µM y Sulpiride. Los datos están expresados en % de cambio con 
respecto al control. C) Proporción de la amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en 
presencia de Sulpiride y DA 200nM (puntos negros) ó Sulpiride y DA 20 µM (puntos grises) antes y 
después de la HFS. 
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6.1.3.5. Vía dopaminérgica involucrada (Ratones BAC D1-GFP)  

Como observamos en nuestros resultados los dos tipos de NEM generan LTD, pues se 

puede generar en el 100% de nuestros registros, sin embargo la LTP la obtuvimos 

máximo en el 50% de los registros y con altas concentraciones de DA, entonces nos 

preguntamos si solo un tipo de NEM genera este tipo de plasticidad.  

 

LTD 

 

 

(+) GFP 

NEM con RD1 

 

 
(-) GFP 

NEM con RD2 

LTP 

 

(-) GFP 

NEM con RD2 

Figura 23. Imágenes de células registradas que generaron LTD ó LTP en las sinapsis GABAérgicas. Se 
puede observar que la LTD fue generada tanto en NEM que expresaban GFP-D1 como las que no la 
expresaban, mientras que la LTP solo se observó en las NEM que no expresaban GFP-D1. Nota que la 
fluorescencia se observa en la punta del electrodo, las células donde no se ve la fluorescencia fueron 
consideradas como NEM que expresan RD2.  
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Con ratones BAC D1-GFP identificamos el tipo de plasticidad que se genera en los 

diferentes tipos de NEMs. De los registros realizados en estos ratones, 4/13 no 

generaron plasticidad, 6/13 generaron LTD y 3/13 LTP. Los que generaron LTD fueron: 

tres positivos a BAC D1-GFP y tres negativos; y de los que generaron LTP los tres 

fueron negativos a BAC D1-GFP (figura 23). 

 

 

6.1.3.6. El papel de PKA (H89) y los canales de calcio tipo L (Nifedipina) 

En un esfuerzo por elucidar cual sería la vía de señalización río abajo de los receptores 

a DA para la generación de LTD GABAérgico, bloqueamos a la proteína cinasa 

dependiente de AMP cíclico (PKA) con H-89 y a los canales de calcio tipo L con 

Nifedipina los cuales se han visto involucrados en la LTD estriatal glutamatérgica. 

El H89, inhibidor de PKA, se colocó dentro de la solución interna del electrodo de 

registro y se obtuvieron las IPSC antes y después de la estimulación de alta frecuencia. 

La figura 24 muestra como en presencia de H89 la LTD no se genera, las corrientes 

inhibitorias permanecen iguales antes y después de la estimulación de alta frecuencia 

(t
4 

= -0.0617, P= 0.954). La activación de PKA también es indispensable en la 

generación de la LTD GABAérgica estriatal. Porque es la vía que se activa tras la 

activación de D1. 
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Figura 24. Efecto de PKA sobre la plasticidad sináptica. Izquierda: Trazos representativos de las IPSC 
con H89 (inhibidor de PKA) dentro de la pipeta, antes y después de una estimulación de alta frecuencia 
(HFS: Estimulación de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). Derecha: Curso 
temporal de la amplitud de las IPSC en presencia del H89 antes y después de una HFS. Los datos están 
expresados en % de cambio con respecto al control. n=5. 

 

 

La Nifedipina, inhibidor de los canales de calcio tipo L, se puso en el baño, se grabó 

un control y posteriormente se dio la estimulación de alta frecuencia. Observamos que 

las IPSC ya no decrementaron, perdiéndose la LTD (t4=-1.186, P=0.301; figura 25). 
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Figura 25. Efecto de los canales de calcio tipo L sobre la plasticidad sináptica. Izquierda: Trazos 
representativos de las IPSC en presencia de Nifedipina (inhibidor de los canales de calcio tipo L)  antes y 
después de una estimulación de alta frecuencia (HFS: Estimulación de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 
100Hz con intervalo de 10s). Derecha: Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia de 
Nifedipina antes y después de una HFS. Los datos están expresados en % de cambio con respecto al 
control. n=5. 

 

 

 

6.2. El 3-NP, modelo farmacológico de la enfermedad de Huntington 

 

6.2.1. Plasticidad sináptica 

Como podemos observar en la figura 26, la misma estimulación de alta frecuencia que 

generaba LTD en ratones control, ahora en registros de rebanadas obtenidas de 

animales tratados con 3-NP se genera una potenciación a largo plazo (LTP) en el 25% 

de las células registradas (t
4
= -4.565; p= 0.0103).  
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Figura 26. Plasticidad sináptica GABAérgica en ratones tratados con 3-NP. A) Trazos representativos de 
IPSC antes y después de una estimulación de alta frecuencia (HFS: Estimulación de alta frecuencia, 3 
trenes de 3s a 100Hz con intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC antes y 
después de una HFS. Los datos están expresados en % de cambio con respecto al control. Como se 
puede observar ahora la corriente inhibitoria incrementan después de la HFS generando una LTP. C) 
Cambios en % del tipo de plasticidad que generan las IPSC después de  una HFS. D) Proporción de la 
amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en el control y después de la HFS. E) Constante 
al pico y de decaimiento de las corrientes antes y después de la estimulación. n con LTP=5 y n que no 
cambio=15. 
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6.2.1.1. El papel de la PKA 

En estas células de ratones tratados con 3-NP también se analizó el papel de PKA, 

proteína que es bloqueada río abajo por los RD2. Nosotros bloqueamos a PKA 

introduciendo H89 dentro de la pipeta de registro, con lo que se abolió la LTP 

observada en nuestro modelo de degeneración, favoreciendo la LTD similar a lo 

obtenido en los animales control (t
2
= 6.52; p= 0.020; figura 27). 

 

 

Figura 27. Efecto de PKA sobre la plasticidad sináptica en ratones tratados con 3-NP. A) Trazos 
representativos de las IPSC con H89 (inhibidor de PKA) dentro de la pipeta, antes y después de una 
estimulación de alta frecuencia (HFS: Estimulación de alta frecuencia, 3 trenes de 3s a 100Hz con 
intervalo de 10s). B) Curso temporal de la amplitud de las IPSC en presencia del H89 antes y después de 
una HFS. Los datos están expresados en % de cambio con respecto al control. C) Proporción de la 
amplitud de la IPSC del primer pico respecto al segundo en el control y después de la HFS. n=3. 
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6.2.2. Otros cambios observados en el modelo de 3-NP 

6.2.2.1. Inmunohistoquímica 

Se ha descrito que en la enfermedad de Huntington hay una pérdida de NEM debido al 

daño que sufre el núcleo estriado, para corroborar este daño en nuestro modelo 

farmacológico del 3-NP realizamos inmunohistoquímicas a DAPI, un marcador de 

núcleos, para marcar las NEM del estriado tanto en rebanadas de ratones control como 

de ratones tratados con 3-NP (figura 28). Observando una disminución significativa en 

el número de células en las rebanadas de los ratones tratados con 3-NP comparadas 

con las células de los ratones control. 

 

 

Figura 28. Inmunohistoquímica a DAPI de NEM en rebanadas de ratones control (izquierda) y de ratones 
tratados con 3-NP (derecha). DAPI  marcador de núcleos en azul. 
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6.2.2.2. La respuesta celular a la estimulación 

En las células de ratones tratados con 3-NP solo el 35% presentó una respuesta 

sináptica inhibitoria a la estimulación, el otro 65% no generó corrientes inhibitorias aún a 

estimulaciones altas. Lo cual nos muestra el daño producido por el 3-NP pues en 

ratones control el 75% de las células generaban corrientes inhibitorias, posiblemente 

debido a la perdida de conexiones sinápticas subyacentes a la perdida de NEM y a la 

disminución del árbol dendrítico de las NEM que quedan después del tratamiento con 3-

NP (figura 29). 

 

 

Figura 29. Grafica del porcentaje de células que responden a la estimulación y generan corrientes 
inhibitorias  en animales control y en animales tratados con 3-NP. 

 

 

6.2.2.3. Comparación de la curva corriente contra amplitud 

Por otro lado, comparando las curvas de intensidad-amplitud en registros del grupo 

tratado con 3-NP contra los del grupo control, se observó que las células de ratones 

tratados con 3-NP generan corrientes más grandes que el control a la misma 

estimulación (figura 30).  
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Figura 30. Curvas intensidad contra amplitud de los registros del grupo control (negro) y la de los 
registros del grupo tratado con 3-NP (rojo). La intensidad está dada por umbrales, en donde el umbral 1 
es la estimulación en la cual se vio la primera  y más pequeña corriente inhibitoria (n control=4, n de 3-
NP=2).  

 

6.2.2.4. Actividad espontánea 

Se realizó un análisis de la actividad sináptica espontánea en ratones control y ratones 

con daño por el 3-NP, con el fin de observar si había algún cambio en las corrientes 

espontaneas debidas al daño. Dicha actividad fue monitoreada en presencia de los 

antagonistas glutamatérgicos (CNQX y APV) asegurándonos de solo observar la 

actividad espontanea inhibitoria (figura 31 arriba). Se realizaron tres experimentos en 

células de animales control y tres en células de ratones tratados con 3-NP, de los 

cuales obtuvimos el intervalo inter evento y las amplitudes de las corrientes 

espontaneas durante tres minutos. Con estos datos realizamos las gráficas de amplitud 

y frecuencia acumulada para cada experimento, y se hizo el promedio de las amplitudes 

y los intervalos inter evento cada 5% de la población (Graficas, figura 31).  

El decremento significativo del intervalo inter evento (z19 = 1.42302; p= 0.03354) en 

los registros de ratones tratados con 3-NP respecto a los ratones control, indica un 

incremento en la frecuencia de aparición de las corrientes espontáneas, es decir 

modificaciones a nivel pre sináptico. En las amplitudes no se observó ningún cambio 

significativo (z
19

= 1.1068; p= 0.17453). 
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Figura 31. Diferencias en la actividad sináptica espontanea entre ratones control y con daño por 3-NP. 
Arriba: trazos representativos de ratones control y ratones 3-NP. Abajo: graficas de frecuencia y amplitud 
acumuladas;  círculos rojos: ratones 3-NP (n=3) y círculos negros: ratones control (n=3). 
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7. DISCUSIÓN 

 

La plasticidad y los procesos sinápticos estriatales están altamente modulados por 

dopamina. Este neuromodulador regula una diversidad de acciones fisiológicas 

mediante los diferentes subtipos de receptores que tiene (RD1-5), los cuales también 

tienen diferentes afinidades a dopamina además de activar distintas vías de 

señalización y con ello diversos procesos. Otro punto importante a considerar es la 

ubicación del receptor, ya sea que se encuentre en la presinapsis o en la postsinapsis, 

en las dendritas, en el soma, o en la terminal, también genera distintos procesos.  

En este trabajo analizamos las sinapsis de interneuronas GABAérgicas con neuronas 

espinosas medianas, en donde la distribución de los receptores dopaminérgicos está 

dada en la presinapsis por las interneuronas GABAérgicas - PV (+) que expresan 

mayoritariamente a los RD5 (70%); y en la postsinapsis se distribuyen de manera 

diferencial: las NEM de la vía directa expresan los RD1 (90%), RD3 (50%) y RD4 (10%) y 

las NEM de la vía indirecta expresan los RD2 (90%), RD1 (10%), RD3 (10%), RD4 (10%) 

y RD5 (10%) (Tritsch y Sabatini, 2012). Esto nos dio como resultado una gran diversidad 

de respuestas a la modulación por dopamina.  

Tomando en cuenta estos puntos discutiremos nuestros resultados en tres partes, 

comenzando con la modulación de dopamina en estas sinapsis GABAérgicas, 

posteriormente veremos el papel de la dopamina en la plasticidad sináptica GABAérgica 

para finalmente compararla con el modelo de 3-NP donde tenemos un daño estriatal. 

 

Modulación de dopamina en la trasmisión sináptica 

Activando a los RD1, con el agonista, observamos tanto incrementos como 

decrementos en las corrientes inhibitorias, estas respuestas diferentes podrían estar 

dadas por los dos tipos de receptores a D1 presentes en nuestras sinapsis: los 

presinápticos RD5 de las interneuronas y los postsinápticos RD1 de las NEM de la vía 

directa. Como ya se ha visto la activación postsináptica genera decrementos en las 

corrientes activadas por GABA (Hernández-Echeagaray et al., 2007), mientras que la 

activación presináptica genera incrementos en corrientes activadas por GABA 
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(Tecuapetla et al., 2009). Sin embargo el uso del antagonista a RD1 nos produjo 

también incrementos y decrementos en las corrientes, sugiriéndonos que estos efectos 

se debe a la activación de los RD2 por la DA endógena que al bloquear los RD1 se 

desenmascara. Lo cual coincide con la activación de los RD2 que genera tanto 

incrementos como decrementos en las corrientes inhibitorias y al bloquear a estos 

receptores con el Sulpiride se pierde la modulación. 

Los RD2 tienen varios subtipos de receptores, de los cuales en nuestras sinapsis 

encontramos principalmente a los RD2 en las NEM de la vía indirecta y los RD3 en las 

NEM de la vía directa siendo estos últimos los de mayor afinidad a DA. Así mismo en 

nuestros resultados observamos que la DA produce efectos diferentes dependiendo de 

la concentración, lo cual ya se ha demostrado en otras sinapsis inhibitorias (Li et al., 

2012). A bajas concentraciones observamos un decremento de las corrientes mientras 

que a concentraciones altas se presenta tanto decremento como incremento; lo que nos 

lleva a pensar que a bajas concentraciones se activan los receptores de alta afinidad a 

DA, es decir los RD3 quienes serían entonces los responsables de los decrementos en 

las corrientes; mientras que a altas concentraciones se activan los dos RD3 y RD2 

siendo entonces, estos últimos, responsables de los incrementos de las corrientes 

inhibitorias.  

Concluyendo con esto que la modulación dopaminérgica, en estas sinapsis 

inhibitorias, está dada por la activación de los RD2; observando respuestas 

diferenciales dependiendo del subtipo de receptor activado, es decir los RD3 producen 

decrementos en las corrientes mientras que los RD2 generan incrementos. Esta 

dualidad en las respuestas podría explicarse con mecanismos de señalización 

diferentes. Por una parte se ha demostrado que los RD3 inducen la internalización de 

los receptores GABAA disminuyendo las corrientes inhibitorias, esta internalización 

dependiente de clatrina fue inhibida con tratamientos de AMP cíclico (Chen et al., 2006) 

evidenciando la participación de PKA. Así pues se sabe que los RD3, al ser un subtipo 

de los RD2, bloquean a la adenilato ciclasa desencadenando una disminución en la 

actividad de PKA quien ya no fosforilaría a los receptores GABAA propiciando su 

internalización y con ello la disminución de las corrientes inhibitorias (figura 32A). Por su 

parte los RD2 podrían relacionarse con otra vía de señalización, pues el decremento de 

adenilato ciclasa y de la actividad de PKA también disminuye la actividad de la fosfatasa 

PP2A, la cual se ha relacionado con la defosforilación de la subunidad  de los 
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receptores GABAA (Goffin et al., 2010); y por lo tanto si disminuye la defosforilación de 

los receptores GABAA también decrementa su endocitosis, generando con ello un 

incremento en las corrientes inhibitorias (figura 32B). 

 

 

Figura 32. Diferentes vías de señalización que pueden activar los receptores D2. Disminución de las 
corrientes inhibitorias (A), vía la inhibición de la fosforilación de los GABAAR, con la activación de los RD3 
que inhiben a la AC y PKA. lncremento de corrientes inhibitorias (B) por la inhibición en la defosforilación 
de los RGABAA vía la activación de los RD2, que bloquea a la AC disminuyendo a la actividad de PKA y 
de PP2A. Las líneas punteadas representan una disminución en la actividad de la proteína. 

 

 

Modulación de la plasticidad sináptica inhibitoria 

La plasticidad sináptica se ha vuelto cada vez más importante en el análisis de la 

memoria y el aprendizaje, debido a que sus formas a largo plazo (LTD y LTP)  son 

vistas como una de las grandes propiedades del cerebro que representan la capacidad 

de codificar y retener memorias mediante la remodelación sináptica (Calabresi et al., 

2009).  

En el estriado se han observado estos dos tipos de plasticidad, sin embargo la más 

caracterizada y la que normalmente se genera con protocolos de baja o alta 

estimulación, es la LTD; tanto en sinapsis excitatorias (Calabresi et al., 1996) como 

inhibitorias (Adermark et al., 2009, Rueda-Orozco et al., 2009). 
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En el caso de las sinapsis excitatorias se ha demostrado que la LTD es generada 

por la activación retrograda de los receptores a endocanabinoides (endCa), CB1, 

disminuyendo presinápticamente la liberación de glutamato. Sin embargo, la dopamina 

tiene un papel fundamental en ésta LTD corticoestriatal pues se ha demostrado que 

antagonistas de los RD1 y RD2 previenen la plasticidad y que ratones deficientes del 

receptor RD2 no presentan la plasticidad (Calabresi et al., 1997). Se ha postulado que 

esta dependencia de los RD2 esta mediada por las interneuronas colinérgicas, las 

cuales expresan altos niveles de RD2 y al activarse disminuyen la liberación de 

acetilcolina, disminuyendo así la actividad de los receptores muscarínicos y generando 

la entrada de calcio necesaria para la activación de los canales de calcio tipo L y con 

ello la liberación de calcio y la LTD (Wang et al., 2006). 

En las sinapsis inhibitorias también se ha observado la LTD dependiente de Ca2+ a 

bajas frecuencias de estimulación (Adermark et al., 2009), siendo  necesaria la entrada 

de calcio ya sea por la activación de los canales de calcio tipo L, los receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos (mGluR) o con potenciales hiperpolarizantes (Lovinger 

y Mathur, 2012). 

La LTD GABAérgica obtenida en este trabajo, entre interneuronas GABAérgicas 

principalmente FS y las NEM, también depende de la entrada de calcio vía los canales 

de calcio tipo L; ya que observamos que en presencia de nifedipina se bloquea la LTD 

obtenida. Generando quizá el mismo mecanismo de activación retrograda de los 

receptores a endocanabinoides (endCa), CB1, que son los que se encuentran 

presentes en las FS (Narushima et al., 2006) y disminuyendo presinápticamente la 

liberación de GABA (Figura 33). 
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Figura 33. Mecanismo molecular presináptico de la plasticidad GABAérgica desencadenado por la 
actividad aferente repetitiva. La actividad libera glutamato el cual activa a los mGluR-I: receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo 1, los cuales generan la producción de DAG: diacilglicerol 
mediante PLC: fosfolipasa C. La DGL: diacilglicerol lipasa convierte el DAG en 2-AG: ,endocanabinoide, 
estos activan retrogradamente a los CB1R: receptores a canabinoides tipo 1 quienes inhiben a PKA: 
proteína cinasa A en la presinapsis GABAérgica. A su vez la actividad de la interneurona incrementa el 
calcio intracelular vía los calanes de calcio activados por voltaje (VGCC) aumentando la actividad de la 
calcineurina (CaN). Este incremento junto con la reducción de la actividad de PKA pueden disminuir el 
estado de fosforilación de un sustrato aún no identificado en la maquinaria de liberación para deprimir 
persistentemente la liberación de GABA vía RIM1. (Castillo et al., 2011). 

 

 

Sin embargo, observamos que la PKA postsináptica también participa en la 

generación de nuestra LTD GABAérgica, pues el bloqueo de esta cinasa con H89 

provoca la pérdida de la LTD. Se sabe que la PKA está relacionada con los receptores 

a D1 y por lo tanto podría ser el enlace a los cambios observados al activar y bloquear 

los distintos receptores a DA. 

En nuestro trabajo obtuvimos diferentes tipos de plasticidad y en diferente proporción 

dependiendo del receptor a dopamina activado (Figura 34), por lo que debe ser un 

efecto compuesto en donde participen tanto los RD1 y RD2 postsinápticos como los 

RD1 presinápticos. Pensando en ello observamos que la LTD es generada de manera 

postsináptica pues depende de la activación de los RD2 y las interneuronas 

GABAérgicas no tienen este receptor, además de que la LTD requiere a PKA 

postsinápticamente. Entonces los RD2 podrían estar disminuyendo la actividad de la AC 
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y ésta la de PKA, quien disminuye la fosforilación a los RGABAA generando una 

disminución de las corrientes inhibitorias y con ello la LTD. Se sabe además que estos 

RD2 reducen las corrientes de los canales de calcio tipo L (Hernández-López et al., 

2000), que como mencionamos también participan en la generación de LTD.  

Al activar a los RD2 con el agonista observamos una LTP presináptica y como en la 

presinapsis solo hay RD1 estos pudieran estar siendo activados por la DA endógena 

que activa principalmente a los RD1 presinápticos, es decir a los RD5.   

Por su parte la activación de los RD1 postsinápticos genera LTD pues en presencia 

del agonista de los RD1 obtuvimos 100% de LTD, es decir tanto las NEM con RD2 

como las NEM con RD1 generaron la LTD. Esto quizás se deba a que los RD2 se 

activan con la DA endógena y los RD1 con el agonista, estos últimos podrían estar 

disminuyendo la amplitud de las corrientes inhibitorias postsinápticas mediante la 

subunidad 1 de los receptores GABAA vía PKA / DARP32 /Fosfatasa 1 como ya se ha 

mencionado (Flores-Hernández et al., 2000). 

Finalmente observamos que la DA endógena a bajas concentraciones se comporta 

prácticamente como cuando se activan los RD2, mientras que en altas concentraciones 

observamos una LTP presináptica que se conserva aún en presencia del antagonista a 

los RD2, es decir con la activación presináptica de los RD1 obtenemos LTP. 

 

 

Figura 34. Diferentes tipos y porcentaje de plasticidad GABAérgica obtenida en los registros al activar 
distintos tipos de receptores dopaminérgicos. 
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La plasticidad en las vías de señalización 

Las NEMs tienen receptores a dopamina segregados en sus dos vías de salida, en 

donde aproximadamente el 50%  de ellas presentan RD1 y el otro 50% RD2, por lo que 

se pensó que la plasticidad GABAérgica estriatal podría estar presente solo en las NEMs 

de alguna de estas vías. Sin embargo demostramos que la LTD se presenta en los dos 

tipos de NEMs, ya que además de demostrar que la activación de los dos tipos de 

receptores a dopamina postsinápticos generan LTD pudimos confirmar en ratones BAC 

D1-GFP que la generación de la LTD se da tanto en las NEMs que tienen RD1 como las 

que no lo tienen. Interesantemente observamos que la generación de LTP estuvo 

presente solo NEMs de la vía indirecta, pero como hemos visto esta plasticidad tiene un 

mecanismo presináptico y no depende de los RD2. Talvez como este tipo de plasticidad 

se presenta menos que la LTD quizá por eso no pudimos verla en todas las NEMs ó 

quizá aunque sea un mecanismo presináptico solo se presente en NEMs de la vía 

indirecta. 

 

El modelo de 3-NP 

Cuando los animales son tratados con ácido 3-nitropropiónico (3-NP), modelo 

farmacológico que usamos para imitar la histopatología de la HD, el mismo protocolo de 

estimulación de alta frecuencia que inducía LTD ahora genera potenciación a largo 

plazo (LTP).  Estos cambios en la plasticidad podrían deberse a una mayor actividad de 

las NEMs, causada por el efecto del 3-NP, pues se han observado cambios en la 

plasticidad debidos al tiempo de disparo entre la célula presináptica y la postsináptica. 

Como se ha visto en el hipocampo donde la LTD se induce si la FS presináptica dispara 

durante o poco tiempo después del tren de potenciales de acción en las piramidales, 

mientras que la LTP GABAérgica es inducida cuando la FS presináptica dispara al 

menos 400ms después de que lo hiciera la piramidal postsináptica (Holmgren y Ziberter, 

2001). 

Otros cambios postsinápticos causados por el 3-NP, como la disminución de las 

dendritas (Beal et al., 1993) hace que la información que llega al soma ahora sea más 

importante, en nuestro caso la información de las interneuronas GABAérgicas, 
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contribuyendo quizá con la generación de la LTP que presentan los animales 

inyectados con 3-NP.  

Adicionalmente también observamos cambios presinápticos pues nuestros 

resultados en los registros de GAP Free demostraron que los ratones tratados con 3-NP 

presentan cambios en la frecuencia de liberación, es decir, cambios presinápticos.   

Finalmente demostramos que la LTP presente en nuestros registros es modulada a 

través de mecanismos presinápticos y observamos que los ratones control también 

presentan LTP y esta incrementa cuando se tiene alta concentración de DA. Por lo que 

probablemente en nuestro modelo de daño con el 3-NP podría estarse modificando la 

concentración  de DA, la cual es determinante en la plasticidad que se presenta así 

como en los daños que se causan en la HD. Se ha descrito que cambios en los niveles 

de DA y en el número de receptores contribuye a un movimiento anormal y deficiencias 

cognitivas en HD. Durante periodos tempranos de hipercinesia del HD los niveles de DA 

incrementan mientras que los receptores a DA disminuyen (Chen et al., 2013). 

De manera interesante, esta LTP generada en ratones tratados con 3-NP fue abolida 

y se regresó a una LTD al bloquear a PKA. Como observamos en los registros de 

animales control la activación de los RD2 es importante en la generación de LTD, y se 

sabe que estos receptores rio abajo inhiben a PKA mediante la inhibición de la 

adenilato ciclasa. Esta inhibición de PKA es muy importante para la generación de LTD 

y no de LTP, lo cual podemos ver en los ratones tratados con 3-NP pues si bloqueamos 

directamente PKA, evadiendo los daños causados en los receptores a dopamina, 

regresamos a las condiciones control perdidas por el daño neuronal del 3-NP no solo 

inhibiendo la LTP sino regresando a una plasticidad control, la LTD. 

El entendimiento de los daños producidos por el 3-NP y las consecuencias 

observadas en las conexiones sinápticas, tanto en la modulación sináptica como en la 

plasticidad sináptica,  además del papel tan importante que tiene la DA en la regulación 

de éstas, son un gran avance en la comprensión de las funciones del estriado y su 

integración en el proceso final de la información motora.  
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8. CONCLUSIONES 

 

 Las sinapsis entre interneuronas GABAérgicas y NEM del estriado están 

moduladas por DA, esta modulación requiere la activación de los receptores a 

DA y genera respuestas diferenciales que dependen del subtipo de receptor 

activado.  

 

 La plasticidad GABAérgica generada en el estriado, entre interneuronas y NEM, 

es LTD dependiente de los canales de calcio tipo L, de PKA postsináptica y de 

los RD2. 

 

 Esta plasticidad GABAérgica es modulada por DA generando dos tipos de 

plasticidad, la LTD activada tanto por los RD2 como por los RD1 postsinápticos y 

una LTP generada por la activación de los RD1 presinápticos. 

 

 Los ratones tratados con 3-NP generan una LTP presináptica generada quizá por 

las altas contentraciones de DA, emulando lo observado en la HD.  

 

 En los ratones dañados con 3-NP pudimos regresar a la plasticidad obtenida en 

ratones sin daño, es decir obtener una LTD, bloqueando a PKA de manera 

postsináptica. 
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