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Resumen 

El movimiento es vital para la supervivencia y el desarrollo de los animales, 

esto involucra actividad neuronal específica en regiones cerebrales como en el 

núcleo estriado (Str), el cual, recibe la mayor aferencia de información proveniente 

de la corteza. En particular, la corteza premotora (M2) envía información al Str 

está involucrada en la planeación de acciones motoras, la corteza prelímbica (PL) 

provee actividad relacionada con la selección de estrategias para obtener una 

recompensa. Dentro del Str existen dos tipos de neuronas de proyección: las 

neuronas de la vía directa o estriatonigral y las de la vía indirecta o estriatopalidal. 

Estas vías se reconocen con funciones opuestas para generar movimientos y 

cooperativas para el inicio de acciones; esta funcionalidad de las vías plantea que 

deben existir entradas específicas que activen las neuronas del Str ante la 

preparación de la ejecución de acciones.  

Para responder a esta hipótesis en este trabajo de tesis se planteó como 

principal objetivo el determinar si existe una inervación preferencial de la 

proyección corticoestriatal (M2 y PL) sobre las neuronas de las vías estriatales; 

para este fin, expresamos una opsina en neuronas corticales que nos permitió la 

activación de las sinapsis corticoestriatales que permitiéndonos medir la corriente 

postsináptica en las neuronas de las diferentes vías del estriado. 

Como hallazgos primero identificamos la conectividad sináptica, tanto de M2 

como de PL sobre las neuronas del Str, observando que al variar los parámetros 

de activación existen diferencias particulares. Segundo y como punto central de 

esta tesis, identificamos que la proyección corticoestriatal de M2 tiene una 

inervación preferencial sobre las neuronas espinosas medianas de la vía directa.  

Estos resultados avanzan el conocimiento de frontera y aportan a la 

interpretación de las acciones de las neuronas corticales premotoras sobre las 

neuronas de las diferentes vías del estriado. Neuronas cuyo inapropiado 

funcionamiento está detrás de parecimientos como la enfermedad de Parkinson. 
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1. Introducción 

 Los seres vivos tienen la necesidad de moverse dentro de su ambiente para 

realizar acciones como alimentarse para asegurar su supervivencia.  Para que esto se 

lleve a cabo se requiere la participación de diversas estructuras cerebrales, entre estas 

el cuerpo estriado (Str), el cual, recibe entradas sinápticas provenientes de la corteza y 

el tálamo (Gerfen, 2006).  

Dentro del Str se ha descrito la existencia de neuronas de proyección que envían 

sus axones a dos principales áreas del cerebro, al globo pálido externo (Gpe), o al globo 

pálido interno (Gpi) y/o a la sustancia nigra pars reticulata (SNr), constituyendo la vía 

estriatopalidal (vía indirecta Str→Gpe) y la vía estriatonigral (vía directa Str→Gpi/SNr) 

(Gerfen, 2006; Shepherd, 2013). Las neuronas de la vía estriatopalidal también 

denominadas de la vía indirecta (iMSN: indirect medium spiny neurons) expresan 

receptores a dopamina tipo D2 y a adenosina tipo 2A. Las neuronas estriatales de la vía 

estriatonigral, también denominadas de la vía directa (dMSN: direct medium spiny 

neurons) expresan receptores a dopamina tipo D1 (Gerfen, 1990).Las iMSN frenan 

mientras que las dMSN facilitan la ejecución de movimientos (Gerfen, 2006; Kravitz et 

al., 2010) 

 La principal entrada de excitación al Str proviene de la corteza, es sabido que 

cortezas particulares participan en procesos específicos de la generación de acciones 

(Wall et al., 2013; Rock et al., 2016). Por ejemplo, la corteza premotora guía la planeación 

de acciones (Baker & Ragozzino, 2014; Li et al., 2015) mientras que la corteza prelímbica 

selecciona estrategias para obtener objetivos (Gremel & Costa, 2013). 

Trabajos previos han propuesto que la afección en las sinapsis corticoestriatales 

están detrás de patologías como la enfermedad de Parkinson, Tourette, Autismo, 

trastorno depresivo mayor o trastorno obsesivo compulsivo (Albin et al., 1989; Gerfen, 

2006; Gittis & Kreitzer, 2012; Nelson & Kreitzer, 2014; Wichmann & Delong, 1996). 

 Dadas estas implicaciones es crucial identificar si existe una inervación específica 

sobre las neuronas de las vías de salida del estriado (Kiritani et al., 2012; Rock et al., 

2016).  
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2. Antecedentes 

2.1 El estriado y los Ganglios Basales 

 Los ganglios de la base o ganglios basales (GB) se componen de estructuras 

subcorticales que procesan señales provenientes de la corteza y la envían hacia el 

tálamo, el cual, en turno regresa a la corteza. Los GB están conformados por el cuerpo 

estriado (Str), la parte interna del globo pálido (Gpi), la parte externa del globo pálido 

(Gpe), la sustancia nigra pars reticulata (SNr), la sustancia nigra pars compacta (SNc) y 

el núcleo subtalámico (STN) (Figura 1) (Gerfen, 2006).  

 

 

  

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de circuitos de los Ganglios Basales. El estriado recibe entradas excitatorias 
provenientes de la corteza cerebral y el tálamo y envía sus proyecciones al globo pálido interno (Gpi) y/o 
a la sustancia nigra pars reticulata (SNr) (Vía directa), o al globo pálido externo (Vía indirecta). La salida 
de los ganglios basales inerva al tálamo. En rojo se muestra la vía directa y en verde se muestra la vía 
indirecta (Esquema modificado de Gerfen, 2006). 

 

 Se ha descrito que las conexiones dentro de los GB integran la información 

proveniente de la corteza y el tálamo, y contribuyen a la generación apropiada de 

procesos motores, cognitivos y emocionales (Lanciego, J., Luquin, N. and Obeso, 2012) 

 

2.2 Las vías directa e indirecta de los ganglios basales 

El Str es el núcleo subcortical más grande de los GB y la mayor entrada de 

información que tiene este núcleo proviene de corteza (Shepherd, 2013). Esta 

información es codificada por las neuronas espinosas medianas que se ubican en el Str 
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(95% del total de neuronas) las cuales se clasifican en dos tipos, dependiendo de a qué 

estructura proyectan o qué tipo de receptores expresan, las de la vía directa (dMSN) o 

las de la vía indirecta (iMSN); el resto de células (5% del total de neuronas) ubicadas en 

el Str son interneuronas (Gerfen et al., 1990; Freeze et al., 2013). 

 Las dMSN expresan el receptor a dopamina tipo D1 y proyectan hacia el Gpi y/o 

a la SNr, que son los núcleos de salida de los GB. Las iMSN expresan el receptor a 

dopamina tipo D2 o a adenosina tipo 2A y proyectan hacia el Gpe, haciendo relevos 

sinápticos antes de llegar a los núcleos de salida de los GB (Figura 1) (Gerfen et al., 

1990; Gerfen, 2006; Freeze et al., 2013). 

 La caracterización de estos dos tipos de neuronas en el Str es muy importante 

para los modelos funcionales de los GB. El modelo clásico de procesamiento de 

información en estas vías postula que la activación de las células corticales produce 

liberación de Glutamato el cual activa a las MSN estriatales. Las MSN son de naturaleza 

GABAérgica por lo que al activarse tienen una acción inhibitoria sobre las neuronas del 

Gpi/SNr o del GPe, que también son GABAérgicas, lo que provoca la desinhibición de 

sus proyecciones en las células postsinápticas, concluyendo en una desinhibición o 

activación de las células glutamatérgicas del tálamo que envían información de vuelta 

hacia la corteza (Figura 2) (Albin et al., 1989; Gerfen et al., 1990; Freeze et al., 2013). 

 El modelo clásico sostiene que la activación de ambas vías tiene efectos 

contrarios en la generación de movimientos. La activación de la vía directa promueve el 

movimiento (bajo la premisa de reforzamiento), mientras que, la activación de la vía 

indirecta inhibe la generación de movimientos (con base en aversión) (DeLong, 1990; 

Kravitz et al., 2010, 2012). Por el contrario, un modelo posterior al modelo clásico, el 

modelo de cooperación, propone que las vías estriatales se coactivan al momento de la 

ejecución de un movimiento cooperando en la generación de acciones (Jin et al., 2014; 

Tecuapetla et al., 2016).  
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Figura 2. Representación de las proyecciones estriatales y su integración dentro de los ganglios 
basales. La activación de neuronas estriatales de la vía directa (D1) inhibe directamente a las neuronas 
del globo pálido interno/sustancia nigra pars reticulata (Gpi/SNr) provocando la desinhibición del tálamo 
que en turno activa a la corteza. Por el contrario, la activación de las neuronas estriatales de la vía indirecta 
inhiben a las neuronas del globo pálido externo (Gpe) provocando la desinhibición de las neuronas del 
núcleo subtalámico (STN) activando sus protecciones hacia el Gpi y la SNr, lo que provoca la inhibición 
del tálamo (Esquema modificado de Redgrave et al., 2010).  

 

2.3 La proyección corticoestriatal 

 La corteza cerebral tiene una conexión funcional con el Str a través de las 

neuronas piramidales corticales de naturaleza glutamatérgicas inervan al Str (Kress et 

al., 2013; Shepherd, 2013).  

 Específicamente, la corteza prelímbica (PL) forma parte del área prefrontal en 

roedores y ampliamente relacionada en la realización de conductas guiadas por 

motivación y en la generación de emociones (Bicks et al., 2015). La corteza premotora 

(M2) forma parte del área frontal en roedores (su equivalente en primates es la corteza 

motora pre-suplementaria), a la cual, se le atribuyen aspectos de planificación motora 

(Wise, 1985; Barthas & Kwan, 2017). 

 Experimentos previos señalan que si se lesiona M2 en un ratón que ya ha 

aprendido una tarea, su desempeño en esta no se ve afectado por lo que se propone 
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que M2 no es necesaria para el desarrollo de una tarea adquirida, sin embargo, es 

necesaria si se pretende que el ratón adquiera una tarea nueva (Gremel & Costa, 2013). 

La lesión de M2 perjudica el aprendizaje serial (Yin, 2010) y, junto con el estriado 

dorsolateral (DLS), tienen un papel fundamental en la formación de hábitos (Yin et al., 

2004). 

 Por otro lado, la lesión de la corteza PL genera un déficit en la actualización de la 

relación acción-consecuencia (Corbit & Balleine, 2003); el DMS en conjunto con PL 

permiten la adaptación de respuesta a cambios en el ambiente (Baker & Ragozzino, 

2014).   

En un trabajo previo en el que se marcó de manera retrograda a las neuronas 

corticales desde el Str reveló que aproximadamente un 60% de las entradas sinápticas 

al Str son de origen corticoestriatal (Wall et al., 2013) provenientes principalmente de las 

cortezas somatosensorial y motora (Lee et al., 2019) y de estructuras prefrontales y 

límbicas a compartimentos estriatales específicos (ver Figura 3).  

 

2.4 Cortezas específicas pueden inervar regiones específicas del estriado 

  (Redgrave et al., 2010; Lanciego, J., Luquin, N. and Obeso, 2012). 

Las manipulaciones de la actividad neuronal dentro del DLS ha demostrado su 

participación en la generación de hábitos, en el aprendizaje, en el inicio de secuencias 

de movimientos y  en modificar la probabilidad de acertar o errar en un movimiento (Yin, 

Knowlton, & Balleine, 2004; Rothwell et al., 2015; Tecuapetla et al., 2016).  

Por otro lado, las lesiones en el DMS afectan la capacidad de generar acciones 

dirigidas a objetivos o acciones moduladas por la expectativa de una recompensa (Yin 

et al., 2005; Lex & Hauber, 2010).  
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Figura 3. Sitios de registro dentro del estriado dadas las proyecciones de PL y M2.  
(A) División de los compartimentos en el cuerpo estriado en roedores y su equivalencia con primates 
(Esquema modificado de Nelson & Kreitzer, 2014; Florio et al., 2018).  
(B) Proyecciones axonales provenientes de corteza PL hacia el estriado. 
(C) Proyecciones axonales provenientes de corteza M2 hacia el estriado. 
(B) y (C) son imágenes tomadas del Allen Brain Atlas. 

 

2.5 La proyección corticoestriatal y su relación con diversas patologías 

Actualmente se piensa que la enfermedad de Parkinson es causada por la 

degeneración de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro medio y sus proyecciones 

axonales hacia el Str y la corteza (Gerfen, 2006; Obeso et al., 2017; Lara-González et 

al., 2019). Los modelos actuales postulan que la deficiencia de dopamina resulta en 

cambios postsinápticos en las neuronas estriatales y en sus sinapsis corticales, 

conduciendo a un aumento en la actividad de las iMSN y una disminución de la actividad 

de las dMSN desregulando la salida de los GB (DeLong, 1990; Gerfen, 2006; Kreitzer & 

Malenka, 2008).  

 Las afectaciones de la enfermedad de Huntington se observan principalmente en 

las partes frontales y motoras de la corteza y el Str afectándose las sinapsis 

corticoestriatales (Eidelberg & Surmeier, 2011; Shepherd, 2013). Específicamente, en la 

corteza son afectadas las neuronas piramidales de las capas medias y profundas 

(Cudkowicz & Kowall, 1990) las cuales presentan actividad electrofisiológica anormal 

(Cummings et al., 2009) mientras que en el Str se observa una perdida selectiva de las 

iMSN además de alteraciones de transmisión de glutamato y dopamina (Deng et al., 

2004; André et al., 2011).  

 En otro ejemplo de consecuencias de alteraciones en las sinapsis 

corticoestriatales, el trastorno obsesivo compulsivo está asociado con la conectividad 

corticoestriatal. Estudios de imágenes en humanos sugieren hiperactividad en circuitos 

A B C 
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corticoestriatales que involucran las áreas orbitofrontal, prefrontal, cingulada anterior y 

sus proyecciones hacia el cuerpo estriado (Graybiel & Rauch, 2000; Harrison et al., 2009; 

Shepherd, 2013). 

 

2.6 Contribución de las vías a la generación de movimientos o acciones 

La optogenética permite el estudio de actividad específica de neuronas gracias a 

la introducción de genes exógenos que codifican proteínas sensibles a la luz (Buchen, 

2010; Pastrana, 2011; Zhang et al., 2011; Häusser, 2014). 

En el caso de las vías estriatales, la activación optogenética de las dMSN en el 

DLS fortalece el aprendizaje dirigido a objetivos, mientras que la activación de las iMSN 

apoya la formación de hábitos (Rothwell et al., 2015; Vicente et al., 2016). En otro estudio 

se mostró que la activación de la vía directa o indirecta dentro del DMS tiene 

implicaciones en el control motor, la activación de la vía directa incrementó los 

movimientos finos mientras que la activación de la vía indirecta provocaba inmovilidad 

en los animales (Kravitz et al., 2010). 

No obstante, trabajos realizando inhibiciones optogenéticas de una o ambas vías 

de proyección interrumpen los movimientos contraversivos mientras que favorecen 

movimientos ipsiversivos (Tecuapetla et al., 2014), de igual manera, la inhibición 

optogenética de la actividad de una o ambas vías antes del inicio de una secuencia de 

acciones motoras aumentó la latencia para iniciar estas mismas, sin embargo, la 

inhibición de las vías durante la ejecución de acciones tiene efectos opuestos sobre la 

ejecución, concluyendo que la actividad de ambas vías es necesaria para el inicio de una 

acción, mientras que durante la ejecución contribuyen de manera opuesta (Tecuapetla 

et al., 2016). 

 

3. Planteamiento del problema 

La actividad de las neuronas del estriado está relacionada con la generación de 

movimientos, el aprendizaje y la selección de acciones. Comprender la conectividad 

cortico-estriatal es fundamental para entender como la comunicación entre estas dos 
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estructuras interactúan para generar conductas y movimientos en condiciones normales 

o patológicas. Por lo tanto, la caracterización de las proyecciones de la corteza sobre los 

diferentes tipos neuronales del estriado es crucial para el entendimiento de la 

neurobiología del movimiento, el aprendizaje y la selección de acciones. 

 

4. Pregunta de investigación 

¿Existe una conectividad diferencial de las cortezas premotora (M2) y prelímbica (PL) 

sobre las neuronas espinosas medianas del estriado? 

 

5. Hipótesis 

• Las neuronas de proyección corticoestriatal de M2 y PL inervan de manera 

diferencial a las neuronas espinosas medianas del estriado. 

• Las neuronas de proyección corticoestriatal de M2 inervan de manera 

específica a las vías de proyección estriatal. 

 

6. Objetivo general 

• Determinar si las sinapsis de neuronas corticoestriatales inervan de manera 

diferencial a las neuronas espinosas medianas del estriado. 

 

6.1 Objetivos particulares 

• Caracterizar la conectividad funcional de las cortezas M2 y PL sobre las 

neuronas espinosas medianas del estriado. 

• Caracterizar la conectividad funcional de la corteza M2 las neuronas espinosas 

medianas del estriado de la vía directa versus de la vía indirecta. 
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7. Materiales y Métodos 

7.1 Animales 

 Para llevar a cabo los experimentos de este proyecto se utilizaron ratones 

transgénicos Emx1-Cre y ratones de la cruza de dos líneas de ratones transgénicos: 

Emx1-Cre x BACD2 (Figura 5). La línea Emx1-Cre expresa la enzima Cre recombinasa 

en células glutamatérgicas de la corteza cerebral mientras la línea BACD2 expresa GFP 

en las neuronas estriatales que expresan receptor a dopamina tipo D2. La cruza de estas 

dos líneas nos dio ratones dobles transgénicos Emx1-Cre/BACD2.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema de cruza del ratón transgénico Emx1-Cre y ratón transgénico BACD2 para obtener el 
doble transgénico Emx1-Cre/BACD2 

 

Para el primer grupo experimental se usaron 5 ratones WT y para el segundo 

grupo experimental se usaron 4 ratones doble transgénicos, todos de sexo indistinto de 

entre 21 y 60 días de edad. Los animales fueron mantenidos en un cuarto con 

temperatura a 22°C bajo ciclos de luz oscuridad (12h/12h), agua y alimento ad libitum. 

Todos los experimentos desarrollados se hicieron bajo la aprobación del protocolo FT-

2019 aprobado por el comité de manejo de animales del Instituto de Fisiología Celular 

de la UNAM.  
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7.2 Expresión Viral 

 Para poder activar selectivamente los axones de cortezas específicas (M2 o PL) 

se utilizó un vector viral adenoasociado del serotipo 1 para expresión de la opsina 

Channelrodhopsin2 acoplada a la proteína reportera eYFP (AAV-DIO-ChR2-eYFP; 

UPENN Vector Core). ChR2 es excitada con luz azul (470 nm) (Figura 5). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representación funcional de Channelrodhopsin2.  
(A) Esquema del constructo contenido en el vector viral para expresar ChR2 (Esquema modificado de 
Smedemark-Margulies & Trapani, 2013).  
(B) Representación del funcionamiento de ChR2 (Esquema modificado de Häusser & Smith, 2007). 

 

Para marcar las neuronas de la vía directa (que proyectan hacia SNr) se utilizaron 

retrobeads rojos (RB; Lumafluor Inc.) los cuales son microesferas de fluoróforos que 

funcionan como marcador retrogrado que se excita con luz verde (520 nm). 

 

7.3 Cirugía Estereotáxica 

 Para la cirugía se indujo anestesia con isoflurano y oxigeno (4% en 0.5 L/ min 

inicialmente y 1.5% en 0.5 L/ min para el desarrollo de la cirugía) manteniendo una 

frecuencia respiratoria de 1/seg.  El procedimiento se realizó sobre una plancha térmica 

para regular la temperatura del animal. 

Inicialmente se limpió y depiló la zona cefálica para después colocarlo sobre el 

aparato estereotáxico, posteriormente se expuso el cráneo del animal y se limpió con 
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agua oxigenada (10%). Una vez que el cráneo quedó completamente alineado, usando 

como referencia los puntos de bregma y lamda, se realizaron trépanos e inyecciones de 

manera unilateral utilizando un taladro dental. Las coordenadas con respecto a Bregma 

para las inyecciones en M2 fueron: Eje Antero-Posterior (AP)= -2.34 mm, Eje Lateral-

Medial (LM)= -1.3 mm y Eje Dorsal-Ventral (DV)= -0.6 mm; para las inyecciones en PL 

fueron: AP= -2.34 mm, LM= -0.3 mm y DV= -1 mm y para las inyecciones en SNr fueron: 

AP=+3.1 mm, LM= -1.3 mm y DV= -4 mm. 

Se inyectaron 500 nL de ChR2-eYFP en M2 o PL y 400 nL de RB en SNr (Figura 

6). Todas las inyecciones fueron realizadas con una micropipeta de borosilicato acoplada 

a un nano-inyector (Nanoject II Drummond Scientific) a una velocidad de inyección de 23 

nL/s.  Después de cada inyección se dejó la pipeta dentro del tejido para permitir la 

difusión del virus durante 10 minutos. Una vez finalizadas las inyecciones se suturó la 

piel que cubre al cráneo del animal y se dejó de 2 a 3 semanas de recuperación y 

expresión del virus para posteriormente hacer los registros en rebanada. 

 

Figura 6. Esquemas representativos de los sitios de inyección.  
(A) Sitios de inyección de ChR2 para M2 y PL utilizados en el primer grupo experimental.  
(B) Sitio de inyección de ChR2 para M2 y RB en SNr para el segundo grupo experimental. 

 

7.4 Marcaje de las neuronas estriatonigrales versus estriatopalidales en un 

mismo animal 

 El marcaje de las neuronas pertenecientes a la vía estriatonigral se logró mediante 

la inyección de RB en la SNr para marcar de manera retrograda las células del Str que 

proyectan hacia esta estructura. El marcaje de las neuronas pertenecientes a la vía 

estriatopalidal se logró mediante el uso de la línea de ratones transgénicos BACD2 los 
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cuales expresan la proteína reportera GFP bajo el promotor del receptor de dopamina 

D2 de manera constitutiva (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de doble marca de MSN en una misma rebanada. El marcaje de las dMSN (rojo) 
se logra por los RB que son tomados por las terminales sinápticas en SNr y viajan de manera retrograda 
para marcar el soma de la neurona y el marcaje de las iMSN (verde) en el mismo animal se logra mediante 
la expresión de la proteína reportera GFP. 

 

7.5 Registro de célula entera en la configuración de fijación de voltaje/corriente 

 Para extraer el cerebro de los animales se preparó una solución que emula al 

líquido cefalorraquídeo (LCR) que contiene (en mM) sacarosa 240, glucosa 9.9, NaHCO3 

27.99, KCl 5, NaH2PO4 0.55, MgCl2 6.40, Piruvato 3.7 y Ácido Ascórbico 0.99 para, la 

cual se dejó enfriar y se burbujeó con carbógeno (95% O2 y 5% CO2). Con esta solución 

se procedió a hacer una perfusión intracardiaca y posteriormente se extrajo el cerebro, 

colocándolo en un vibratomo (Pelco, 3000) con el que se obtuvieron rebanadas coronales 

de 200-300 µm de grosor a la altura del Str. Las rebanadas se transfirieron a una solución 

de registro, la cual contenía (en mM) NaCl 125, NaHCO3 26, Glucosa 15, KCl 3, 

NaH2PO4 1.25, CaCl2 2.6 y MgCl2 1.3. Para lograr los registros electrofisiológicos se 

utilizó una solución interna con la que se llenó a la micropipeta de registro (capilares de 

borosilicato) que contenía (en mM) KMeSO3 120, MgCl2 2, HEPES 10, EGTA/KOH 10, 

CaCl2 1, Na2ATP 2.41, NaGTP 1.14, Biocitina 3.18. 
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Se realizaron registros en la configuración de célula completa, por medio de la 

técnica fijación de voltaje y fijación de corriente. En la técnica de fijación de voltaje se fijó 

un potencial de mantenimiento para las células registradas de -80 mV, una vez que se 

logró el acceso, se cambió a la técnica fijación de corriente en la cual se inyectaron pulsos 

cuadrados de corriente para identificar el disparo neuronal.  

Para los registros en que se expresó ChR2 en la corteza PL se procedió a registrar 

en el estriado dorso medial (DMS) mientras que para la expresión de ChR2 en corteza 

M2 se registró en el estriado dorso lateral (DLS) (Figura 3). 

 

7.6 Activación selectiva de los axones corticales en el Str 

 Una vez aplicado el protocolo de fijación de corriente, regresamos a fijación de 

voltaje para aplicar pequeños pulsos de luz azul, utilizando un LED adaptado a la vía de 

iluminación del microscopio de registro (Figura 8B) [470 nm, variando el tiempo del pulso 

(1-20 ms) o la intensidad de la luz (0-12 mW); intervalo entre pulso 5 segundos], esto 

para describir si la célula registrada tenía una entrada sináptica excitatoria proveniente 

de los axones de las neuronas de la corteza que previamente fueron transfectadas con 

ChR2.  

Para evidenciar el potencial de inversión de las corrientes post sinápticas 

registradas, se varió el potencial de mantenimiento (-80 mV a +40 mV) mientras se 

mantenía una estimulación constante de un pulso de 1 ms con una potencia máxima del 

LED (Figura 8C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Diseño experimental para registros electrofisiológicos en rebanadas.  
(A) Esquema del registro en donde la estimulación con luz se restringe al estriado. 
(B) Esquema de la metodología de la estimulación y registros de neuronas del Str usando fijación de voltaje 
para el primer grupo experimental.  
(C) Esquema de la metodología de la estimulación y registros variando el potencial de mantenimiento para 
estimar el potencial de inversión de las corrientes sinápticas. 
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7.7 Verificación Anatómica 

Una vez terminados los protocolos establecidos se dejó dializar la célula con 

biocitina (contenida en la solución interna) para su posterior revelado por 

inmunohistoquímica. Para identificar a las neuronas registradas cada célula registrada 

se incubó en PFA al 4%, posteriormente se hicieron 3 lavados con buffer de fosfato (PBS 

al 0.1M, 7.3 pH), posteriormente, se incubó a la rebanada por 24h con el anticuerpo 

secundario CY5 que reconoce biocitina (Sigma-Aldrich) en agitación constante. Posterior 

a las 24h se retiró el anticuerpo secundario y se procedió a realizar otros 3 lavados con 

PBS. Una vez finalizados los lavados se procedió a montar las rebanadas procesadas 

en portaobjetos con medio de montaje (Mowiol) y se llevaron a microscopía lográndose 

su reconstrucción por medio de imagenología confocal (LSM700, Zeiss). 
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8. Resultados 

8.1 Comparación de las conexiones sinápticas entre corteza premotora al 

estriado (M2→Str) versus las de la corteza prelímbica al estriado (PL→Str) 

 Para responder a la pregunta de si existían diferencias entre las entradas 

sinápticas excitatorias provenientes tanto de corteza M2 como de PL al estriado se 

inyecto ChR2-eYFP en la corteza y se identificó a las fibras marcadas en el estriado 

(Figura 9). 

 

Figura 9. Fotomicrografías de sitios de inyección de ChR2-eYFP en corteza premotor (M2) o corteza 
prelímbica (PL) y sus axones al estriado (Str).  
(A) y (B) Ejemplo de marca de inyección de ChR2 en M2 o PL respectivamente.  
(C) y (D) Proyecciones de A y B respectivamente al estriado. Note que las proyecciones M2→Str se ubican 
en la parte más lateral/dorsal del estriado mientras que las proyecciones PL→Str se ubican en la parte 
más medial (con respecto a la línea media del estriado. 
 

 Una vez identificada la marca de la proyección de ChR2-eYFP de M2 al estriado 

dorsolateral (DLS) y de PL al estriado dorsomedial (DMS) procedimos a registrar en dos 

grupos experimentales las posibles diferencias en conexión funcional entre estas 

cortezas.  

 El primer parámetro estimado fue la probabilidad de obtener una corriente 

postsináptica (PSC) por la activación de los axones que expresaban ChR2 en neuronas 

de M2 versus PL (Figura 10). Esta probabilidad mostró no ser diferente (M2→Str n=7/10 

versus PL→Str n=8/11, p>0.05, Chi-square test). 

Posteriormente analizamos: 1) la amplitud promedio, 2) la amplitud máxima 

(detectada en alrededor de 10 ensayos por registro) y 3) la amplitud en función de la 

intensidad de luz. 
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Figura 10. Probabilidad de encontrar conectividad de M2→Str versus PL→Str.  
(A) Probabilidad de encontrar corrientes postsinápticas. La conectividad se asignaba como existente si la 
estimulación evocaba una corriente postsináptica. Esta estimación se realizó con pulsos de luz de 1 ms y 
12.14 mW de intensidad de luz. 
(B) Ejemplo de una corriente postsináptica para M2→Str y para PL→Str. 

 

Los paneles A-B de la Figura 11 muestran la ubicación aproximada de registro 

para las células M2→Str y para las células PL→Str respectivamente. 

La amplitud promedio de las corrientes postsinápticas (PSC) registradas mostró 

una tendencia a ser mayor en PL pero no fue significativa (M2→Str, amplitud 

promedio=52+/-15 pA, n=7 versus PL→Str=95+/-38 pA, n=8, p>0.05 prueba U de Mann-

Whitney; Figura 11C) de igual manera se analizó la amplitud máxima de los ensayos por 

neurona registrada (M2→Str, amplitud promedio=87+/-21 pA, n=7 versus 

PL→Str=137+/-46 pA, n=8, p>0.05 prueba U de Mann-Whitney; Figura 11D).  

Posteriormente se analizó la amplitud de las PSC en función de la intensidad de 

luz en cada uno de los grupos, de lo cual no encontramos diferencias en función de la 

intensidad de luz (M2→Str: 12.14mW=52+/-15, n=7; 7.54mW=56+/-14 pA, n=7; 

4.31mW=64+/-15 pA, n=6, 1.86mW=45+/-11 pA, n=6; p>0.05 Kruskal-Wallis test; Figura 

11E), (PL→Str: 12.14mW =95+/-38 pA, n=8; 7.54mW=143+/-53 pA, n=5; 

4.31mW=137+/- 45 pA, n=5; 1.86mW=91+/- 30, n=5; p>0.05, Kruskal-Wallis test; Figura 

11F). 
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De estos mismos datos se comparó el promedio de las amplitudes de las PSC en 

función de la intensidad de la luz entre los grupos (M2 vs PL), sin embargo, no se 

encontraron diferencias entre grupos (M2→Str: 12.14mW=52+/-15, n=7, versus PL→Str: 

12.14mW =95+/-38 pA, n=8; M2→Str: 7.54mW=56+/-14 pA, n=7, versus PL→Str: 

7.54mW=143+/-53 pA, n=5; M2→Str: 4.31mW=64+/-15 pA, n=6, versus PL→Str: 

4.31mW=137+/- 45 pA, n=5; M2→Str: 1.86mW=45+/-11 pA, n=6, versus PL→Str: 

1.86mW=91+/- 30, n=5; p>0.05, prueba U de Mann-Whitney) 

 

Figura 11. Corrientes postsinápticas evocadas en el estriado por la activación de axones de corteza 
premotora (M2→DLS) versus prelímbica (PL→DMS).  
(A) y (B) Ubicación de células registradas para M2 o PL.  
(C) Promedio de amplitud de las PSC para M2→Str versus PL→Str (p= 0.095).  
(D) Amplitud máxima de las PSC para M2→Str versus PL→Str (p=0.69).  
(E) y (F) Amplitud promedio de las PSC por cada variación en la intensidad del pulso de luz para M2→Str 
y PL→Str respectivamente.  
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8.2 Comparación de las conexiones sinápticas de M2 sobre las neuronas de 

proyección del estriado: neuronas estriatonigrales (M2→dMSN) versus 

estriatopalidales(M2→iMSN) 

Para determinar si las proyecciones de M2→Str presentan una inervación 

preferencial sobre las neuronas de la vía directa o indirecta realizamos un segundo set 

de experimentos en el cual el objetivo fue realizar un registro pareado por rebanada, una 

neurona de la vía directa y una de la vía indirecta. La figura 13 muestra el sitio de 

inyección en la corteza de ChR2-eYFP y sus proyecciones al estriado. 

 
Figura 12. Sitios de inyección para M2 y sus axones en el Str y la marca de RB.  
(A) Ejemplo de la marca de inyección de ChR2-eYFP en la corteza M2.  
(B) Promedio de inyecciones de 4 animales como en A, amarillo representa la zona con mayor frecuencia 
de marca.  
(C) Ejemplo de la marca de inyección de Retrobeads rojos a nivel de la sustancia nigra pars reticulata. 
(D) y (E) Ejemplo del marcaje de ambas neuronas de proyección en el estriado (Str) de vías en una misma 
rebanada.  
  

Una vez verificada la estrategia para marcar a las neuronas de ambas vías en una 

misma rebanada estriatal (Figura 12), se procedió a realizar registros electrofisiológicos 

in vitro. La figura 13A muestra la posición de los registros realizados. En total se 

registraron 6 pares de células en 6 rebanadas distintas, en cada rebanada se registró 

una neurona de la vía directa (dMSN; marcada con Retrobeads) y una neurona de la vía 

indirecta (iMSN; marcada con GFP) (Figura 13B). El registrar a las neuronas de manera 

pareada por rebanada permitió la comparación de inervación cortical en la misma 

muestra. La Figura 13C muestra un ejemplo representativo del registro de corrientes 

postsinápticas por la activación de axones corticales de M2 en uno de estos pares. El 

orden de registro estuvo invertido en la mitad de los pares muestreados.  
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El análisis de la amplitud de las corrientes postsinápticas evocadas por la 

estimulación con luz mostro una conexión mayor sobre las neuronas de la vía directa 

[M2→dMSN mean=298+/-103 versus M2→iMSN=35+/-9 pA; 12.14mW/1ms n=6, p<0.05 

prueba de Wilcoxon; Figura 13D). 

 

Figura 13. La corteza premotora (M2) inerva preferencialmente a las neuronas de la vía directa.  
(A) Ubicaciones de los pares de células registradas para los datos en D-F.  
(B) Fotos representativas de una célula registrada de la vía directa [dMSN, estriatonigral (arriba)] y una de 
la vía indirecta [iMSN, estriatopalidal (abajo)].  
(C) Trazos representativos de corrientes postsinápticas para dMSN (rojo) e iMSN (verde).  
(D) Amplitud promedio para las dMSN versus iMSN (Wilcoxon test, p=0.0313*).  
(E) Amplitud máxima para las células dMSN versus iMSN (Wilcoxon test, p=0.0313*).  
(F) Latencia de aparición de las PSC para las células dMSN y iMSN. 
 

 
Consistente con el análisis de la amplitud promedio, la amplitud máxima mostró la 

misma diferencia, observando que la corteza M2 inerva con una mayor amplitud a las 

neuronas de la vía directa (M2→dMSN amplitud máxima=408+/-137 pA versus 

M2→iMSN =56+/-12 pA, *p<0.05 prueba de Wilcoxon; Figura 13E). 

La latencia (definida como el tiempo transcurrido entre la aplicación del pulso de 

luz y el cambio en la amplitud de la corriente registrada con respecto a la basal), no 

mostró diferencias significativas (M2→dMSN=3.3+/-0.1 ms versus M2→iMSN=3.8+/-0.1 

ms, n=6, p>0.05 prueba de Wilcoxon; Figura 13F). 
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8.3 Las conexiones M2→Str son glutamatérgicas 

Para verificar que las interacciones sinápticas registradas correspondiesen a 

conexiones glutamatérgicas (además de que los experimentos fueron hechos en 

animales Emx1-Cre) en algunos experimentos determinamos el potencial de inversión 

de las PSC evocadas (Figura 14 A-B) y/o utilizamos CNQX, un antagonista de los 

receptores AMPA de glutamato (Figura 14 C-E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 14. Evidencia de que la transmisión sináptica registrada es glutamatérgica.  
(A) Muestra la inversión de las PSC de un par de células registradas al llevar el potencial de mantenimiento 
de la célula de -80mV a +40 mV.  
(B) Ejemplo de las PSC registradas en A.  
(C) Gráfico que muestra el registro de 2 células a las cuales se les aplico CNQX a lo largo del tiempo del 
registro (donde 0 marca el momento en el que se comenzó a perfundir CNQX).  
(D) Ejemplo un EPSC registrado (arriba) y su bloqueo con CNQX (abajo). 
(E) Registros de las células presentadas en C y su bloqueo con CNQX.  
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9. Discusión 

 De los resultados obtenidos se identificó que 1) las proyecciones corticoestriatales 

de M2(ChR2)→DLS y de PL(ChR2)→DMS presenta una probabilidad de conectividad 

similar, 2) que cada grupo de sinapsis tiene particularidades evidenciadas por 

incrementar la intensidad o el tiempo de pulso de estimulación con luz y 3) las entradas 

sinápticas provenientes de M2 hacia el DLS son más grandes sobre la vía directa (dMSN) 

versus la vía indirecta (iMSN). 

 

9.1 Similitudes y diferencias de las proyecciones de las cortezas premotora y 

prelímbica sobre las neuronas del estriado 

 En el primer experimento comparamos la probabilidad de la conectividad entre la 

corteza M2→Str (DLS) y PL→Str (DMS) observando una probabilidad similar (Figura 

10). El análisis de las corrientes postsinápticas evocadas sobre las neuronas estriatales 

no mostró diferencia en la amplitud promedio (Figura 11C) ni en la amplitud máxima 

(Figura 11D). Estos datos plantean un modelo de especialización tanto en la región de 

inervación al estriado como en la microcircuitería que inervan. Por ejemplo, en trabajos 

previos se han observado diferencias entre la inervación/contribución de M2→Str y de 

PL→Str (Wall et al., 2013; Guo et al., 2015), en estos estudios se han caracterizado las 

entradas de capas específicas de estas cortezas hacia las vías directa e indirecta del 

estriado, concluyendo que las cortezas M2 y PL contribuyen de manera diferencial entre 

ellas y también hacia ambas vías de información en el estriado (Figura 15). Teniendo en 

cuenta estos antecedentes, nuestros resultados no podrían concluir que la inervación de 

estas cortezas específicas hacia el Str no es diferencial ya que muestran una tendencia 

a tener una mayor fuerza de conexión de PL→Str, sin embargo, una explicación a que 

los análisis estadísticos no hayan mostrado significancia podría ser el número de células 

registradas por grupo, esto haría imposible que se determinara una similitud de conexión 

entre las cortezas hacia el Str por lo que se recomendaría aumentar el número de 

muestras para cada grupo en un siguiente estudio.  
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Los análisis presentados al comparar la amplitud neta de las corrientes 

postsinápticas en función de la intensidad de luz no mostraron diferencias intragrupo 

(Figura 11 E-F).  

 

 

 

 

 

   

 

Figura 15. La inervación de las cortezas hacia el estriado es diferencial. Los cuadros en azul muestran 
la proporción de inervación hacia las iMSN y los cuadros rojos muestran la proporción de inervación hacia 
las dMSN (tomada de Wall et al., 2013). 

 

9.2 La corteza premotora proyecta preferentemente sobre las neuronas de la 

vía directa 

 En el segundo experimento realizado se buscaba la caracterización de las 

entradas corticales provenientes de la corteza premotora (M2) hacia las neuronas de la 

vía directa versus las de la vía indirecta. Inicialmente se analizó el promedio y la amplitud 

máximas de las corrientes postsinápticas registradas para ambos tipos celulares (Figura 

13D y 13E). En ambos casos se realizó un análisis pareado por muestra observando una 

conexión más fuerte de M2 hacia las neuronas dMSN. 

Este hallazgo concuerda con un antecedente anatómico en el que se identificó 

una mayor inervación de M2 sobre la vía directa, específicamente de la capa 5a (Figura 

15) (Wall et al., 2013). Sugiriendo que nuestras conexiones registradas M2→Str pueden 

venir preferentemente de capa 5a.  
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Figura 17. La corteza M2 inerva mayormente sobre las dMSN.  
Resumen de los resultados de la comparación de la inervación de M2 hacia las neuronas de la vía directa 
(dMSN) versus las de la vía indirecta (iMSN), el grosor de la flecha hace referencia a la proporción de la 
inervación. 
 

 
De igual manera, una tentativa explicación a la entrada diferencial de las dMSN 

versus iMSN podría darse por las características anatómicas de las células de cada vía. 

Un trabajo publicado previamente sostiene que las dMSN presentan una mayor densidad 

de ramificaciones dendríticas primarias en comparación con las iMSN, lo que introduce 

la posibilidad de que las dMSN tengan una mayor capacidad de recibir sinapsis 

glutamatérgicas que las iMSN (Gertler et al., 2008). 

 

9.3 Relevancia de la inervación preferencial de la corteza premotora (M2) a la 

vía directa  

Canónicamente se ha descrito que la corteza M2 tiene implicaciones en 

planificación motora, tareas dirigidas a objetivos y aprendizaje (Jin et al., 2014; 

Tecuapetla et al., 2016; Vicente et al., 2016), por lo que nuestros resultados tienen 

implicaciones directas a estos postulados. Sabemos que el modelo clásico de los GB 

propone que la vía directa promueve la generación de movimientos por lo que podríamos 

inferir que una inervación más fuerte de M2 a las dMSN podría participar en la 

preparación o planificación del movimiento a realizar y así comenzar a ejecutar una 

acción. Esta contribución preferencial también podría dar explicación a que la corteza M2 

es necesaria para la adquisición de nuevas tareas pero no para tareas ya adquiridas por 

los animales, por lo que en el aprendizaje una mayor inervación de M2→dMSN también 

podría ser requerida para el aprendizaje y planeación de tareas nuevas (Rock et al., 

2016; Barthas & Kwan, 2017; Chuhma et al., 2018). 



29 
 

 Un trabajo publicado previamente ha descrito que esta proyección se modifica en 

tareas de adquisición y concatenación de acciones secuenciales sugiriendo que la 

sinapsis de M2→dMSN se fortalece durante el transcurso del entrenamiento conductual 

y esta sinapsis presenta una activación persistente a medida que se realizan rutinas 

conductuales (Rothwell et al., 2015). Nuestros hallazgos enfatizan la relevancia de la 

inervación preferencial de las sinapsis M2→dMSN sobre las funciones atribuidas a las 

sinapsis provenientes de M2. Sinapsis que se propone sufren alteraciones en patologías 

del control motor (Berardelli et al., 1999; Day et al., 2006) y/o de la cognición (Graybiel & 

Rauch, 2000; Foerde et al., 2008; Harrison et al., 2009)  
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10. Conclusiones 

Este trabajo de tesis muestra que las neuronas de proyección corticoestriatal 

glutamatérgica inervan de manera diferencial a las neuronas espinosas medianas dentro 

del estriado: 

1. La proyección glutamatérgica de M2 y PL a las MSN no presentan diferencias 

particulares en su inervación estriatal. 

 

2. Las proyecciones de la corteza M2 presentan una mayor fuerza de conexión 

sináptica sobre las neuronas de la vía directa versus las de la vía indirecta en 

el estriado dorsolateral. 
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