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RESUMEN 

 

La actividad oscilatoria y periódica es abundante en el sistema nervioso. Y las 

oscilaciones neuronales en el circuito cerebelo-tálamo-cortical y en los ganglios 

basales se exacerban en condiciones patológicas como en la Enfermedad de 

Parkinson. Esta aparición de oscilaciones se correlaciona específicamente con la 

actividad de las neuronas tónicamente activas (TAN) y una de ellas es  la 

interneurona colinérgica. Por eso el propósito de esta investigación es saber si estas 

interneuronas que liberan aceticolina en el cuerpo estriado muestran hiperactividad 

periódica y sincrónica cuando se ha quitado la dopamina. Que podía explicar la 

hipercolinergia que existe en la enfermedad de Parkinson. A través de  registros de 

imagenología de calcio con  la proteína GCamp6f para seguir la actividad de todas 

las neuronas del microcircuito estriatal  y al mismo tiempo  marcando a las 

interneuronas colinérgicas con la proteína tdTomato condicionada  por la expresión 

la proteína ChAT en un ratón transgénico ChAT-Cre, y así seguir la actividad tónica 

de decenas de interneuronas colinérgicas en condiciones normales, usamos dos 

controles: uno silente y otro activado por NMDA para estudiar al microcircuito ante 

una entrada excitatoria, y en un modelo de lesión unilateral con 6-OHDA para quitar 

la DA del microcircuito estriatal. Encontramos que las interneuronas colinérgicas 

tienen un porcentaje mayor en la función del microcircuito estriatal que su 

representación anatómica.  Al quitar la dopamina hay hiperactividad en las 

interneuronas colinérgicas, además aumenta la actividad periódica y sincrónica con 

respecto al control silente y activado por NMDA. 
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ABREVIATURAS  

Abreviatura Español Ingles  

6-OHDA 

ACh 

AChE 

AAV 

ChAT 

ChI 

DA 

dSPNs 

                      

FS  

GABA 

GCamP 

GCCIs  

                        

GPe 

GPi 

iSPNs 

                      

Kd 

LDT 

                  

mAChRs 

6-hidroxidopamina 

Acetilcolina 

Acetilcolinesterasa 

Virus adenoasociado 

Colin acetiltransferasa 

Interneurona colinérgica 

Dopamina 

Neuronas Espinosas de 

Proyección de la Vía Directa 

Disparo rápido 

Ácido γ-aminobutírico 

Proteína GFP-Calmodulina 

Indicadores de Calcio 

Genéticamente Modificados 

Globo Pálido Externo 

Globo Pálido Interno 

Neuronas Espinosas de 

Proyección de la Vía Indirecta 

Constante de Disociación 

Núcleo Laterodorsal Tegmental 

                                                    

Receptores muscarínicos de 

acetilcolina 

6-hydroxydopamine 

Acetylcholine 

Acetylcholinesterase. 

Adenoasociated virus 

Choline acetyltransferase 

Cholinergic Interneuron 

Dopamine 

Direct Spiny Projection 

Neurons 

Fast Spiking 

γ-Aminobutyric acid 

GFP Calmodulin Protein 

Genetically Codified Calcium 

Indicators 

Globus Pallidus Externus 

Globus Pallidus Internus 

Indirect Spiny Projection 

Neurons 

Dissociation Constant  

Laterodorsal Tegmental 

Nuclei   

Muscarinic Acetylcholine 

Receptors 

 



 
 

2 
 

                    

NAc 

nAChRs 

                                       

NGF 

NMDA 

NOS 

NPY 

MPTP 

                   

PLTS 

                    

PPN 

PV                          

MLR 

                    

SNc 

SNr 

SO 

SOM 

TAN 

TH 

VAChT 

 

Núcleo Accumbens  

Receptores nicotínicos de 

acetilcolina 

Neurogliaforme 

N-Metil D-Aspartato 

Óxido Nítrico Sintasa 

Neuropéptido Y 

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina 

Disparo Persistente de Bajo 

Umbral 

Núcleo Pedulculopontino 

Parvalbumina 

Región Locomotora 

Mesencefálica  

Sustancia Nigra Compacta 

Sustancia Nigra Reticulata 

Oscilaciones Sincrónicas 

Somatostatina 

Neuronas Tónicamente Activas 

Tirosinhidroxilasa 

Transportador Vesicular de 

Acetilcolina 

Nucleus Accumbens. 

Nicotinic Acetylcholine 

Receptors 

Neurogliaform 

N-Methyl D-Aspartate 

Nitric Oxide Synthase 

Neuropeptide Y 

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine 

Persistent Low Threshold 

Spike 

Pedunculopontine Nucleus 

Parvalbumin 

Mesencephalic Locomotor 

Region 

Substantia Nigra Compacta 

Substantia Nigra Reticulata 

Synchronus Oscillations 

Somatostatin 

Tonic Active Neurons 

Tyrosine hydroxylase 

Vesicular Acetylcholine 

Transporter 
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1. INTRODUCCION 

La generación de respuesta ante un estímulo positivo como la recompensa o 

negativo como alguna experiencia adversa, requiere de la función de los ganglios 

basales. La habilidad de adaptar el comportamiento a diferentes condiciones 

ambientales, es esencial para los mecanismos de adaptación y sobrevivencia 

(Brasted, 1999). El control y el aprendizaje motor de movimientos voluntarios y de 

los no intencionales se basan en patrones espaciales y temporales de contracción 

muscular que se inician y coordinan por diferentes estructuras subcorticales (Albin, 

1995). Se integran entradas de las regiones límbicas y corticales incluyendo 

información sensorial y motivacional, por lo que la intención dirige la acción en 

condiciones no patológicas, por tanto, la perdida de la función en estos circuitos 

genera desórdenes tales como la enfermedad de Parkinson, las de Huntington o la 

esquizofrenia (Mink, 2003). 

Los ganglios basales son un conjunto de núcleos subcorticales responsables del 

control del movimiento voluntario, aprendizaje de habilidades motoras y de postura, 

por lo que su caracterización anatómica y funcional provee de información útil en el 

estudio fisiológico de estos desórdenes motores hipocinéticos e hipercinéticos 

(Lanciego, 2012). 

A pesar de que una gran variedad de neurotransmisores que participan en los 

circuitos que regulan el control motor y cognitivo, existen muchas evidencias 

experimentales que sugieren que la acetilcolina modula la flexibilidad cognitiva 

(Ragozzino, 2003). El cerebro se encuentra ampliamente inervado por neuronas 

colinérgicas; en particular, el estriado, núcleo de entrada de los ganglios basales, 

contiene elevados niveles de acetilcolina, siendo su principal fuente las 

interneuronas colinérgicas caracterizadas por su disparo tónico (Pisani, 2011).  

Las interneuronas colinérgicas inervan a las neuronas espinosas de proyección, 

ejerciendo una modulación a través de la activación de receptores muscarínicos que 

regulan corrientes iónicas dependientes de voltaje (Galarraga et al., 1999), entre las 

que se encuentran las corrientes persistentes de sodio (Carrillo-Reid et al., 2009), 
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facilitando los cambios en los patrones temporales de salida en función del entorno 

al que se debe responder (Prado et al., 2017).  

 

El estriado también tiene una gran inervación dopaminérgica proveniente de la 

sustancia nigra, ésta aferencia es objeto de modulación colinérgica. Las terminales 

dopaminérgicas del circuito nigroestriatal expresan receptores M4 y nicotínicos 

(subunidades α4 y β2) (Wada, 1989). A su vez, la dopamina liberada por las 

neuronas dopaminérgicas que llegan al estriado modula la actividad de las diversas 

poblaciones neuronales del estriado mediante los receptores dopaminérgicos D1, 

D2, D3 y D5. Las interneuronas colinérgicas expresan los receptores 

dopaminérgicos D2, mediante los cuales se suprime su actividad marcapaso (Deng 

et al. 2007) y disminuye la liberación de acetilcolina (Surmeier, 2012); y receptores 

D5, que aumentan su excitabilidad promoviendo la apertura de canales catiónicos 

no selectivos y el cierre de canales de potasio. (Deng et al. 2007).  

  

Por todo lo anterior, entender cuál es la participación de las interneuronas 

colinérgicas (ChI) en el microcircuito estriatal es importante para empezar a elucidar 

las reglas de funcionamiento de los microcircuitos neuronales en condiciones 

control  y patológicas, usando por ejemplo un modelo animal de la Enfermedad de 

Parkinson. Aquí nos preguntamos cómo está la actividad de las interneuronas 

colinérgicas durante la enfermedad.  

 

1.1 ENFERMEDAD DE PARKINSON 

La enfermedad de Parkinson (EP) es neurodegenerativa, de carácter crónico y 

progresivo, afecta las zonas del cerebro encargadas del control y coordinación del 

movimiento, del tono muscular y de la postura. A nivel mundial, la enfermedad de 

Parkinson ocupa la segunda posición como la enfermedad neurodegenerativa con 

mayor prevalencia justo después del Alzheimer (Secretaria de Salud, 2017). Su 

etiología es multifactorial, por lo que se considera a la enfermedad como un 
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producto de la suma de una gran variedad de factores como lo son la predisposición 

genética, el envejecimiento, y exposiciones a tóxicos ambientales. 

La primera descripción de la EP fue realizada por James Parkinson en el siglo XIX, 

los síntomas motores que incluía eran bradicinesia, rigidez muscular, temblor en 

reposo e impedimentos de postura y caminata (Kalia et al, 2015). Actualmente se 

sabe que los síntomas de la EP no son exclusivamente motores, también se 

presentan dificultades cognitivas, disfunción autonómica, dolor y fatiga. 

Particularmente, hay síntomas no motores que preceden a la aparición de síntomas 

motores en la enfermedad, a veces por décadas, y que tienen cierta capacidad 

predictiva respecto al desarrollo de la misma. Estos incluyen disfunción olfatoria, 

depresión, exceso de sueño durante el día, desorden en el sueño con movimientos 

oculares rápidos y estreñimiento (Kalia et al, 2015).  

A mediados del siglo XX se describió que en la enfermedad de Parkinson ocurre la 

pérdida pronunciada de neuronas productoras de dopamina que se localizan en la 

sustancia nigra pars compacta (SNpc) y que proyectan al estriado (Bergman et al., 

1998). Se planteó como causa la acumulación de alfa-sinucleína descrita en 

pacientes de EP en varias áreas cerebrales (Polymeropoulos et al. 1997), debida 

en parte a mutaciones puntuales en los pacientes estudiados. Sin embargo, son 

pocos los casos que se pueden explicar por causas genéticas (Wood-Kaczmar et 

al, 2006). Otro signo de la EP, detectado en pacientes no medicados es la presencia 

de oscilaciones anormales en frecuencia beta y gamma en registros de actividad 

cerebral (Brown et al, 2001). Estas ráfagas oscilatorias híper-sincrónicas (SO), se 

observan tanto en los GB (particularmente en el STN y el GPe) (Bevan et al, 2002), 

como en la corteza y el tálamo (Bergman et al, 2002; Rivlin-Etzion, et al., 2006).   

A consecuencia de la degeneración celular dopaminérgica, disminuye su acción 

inhibitoria sobre la vía indirecta de los ganglios basales, lo que genera como 

consecuencia una actividad subtalámica y palidal excesivas, que conlleva a una 

menor activación tálamo-cortical y una reducción en los movimientos tanto 
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espontáneos como automáticos. Esto genera acinesia o bradicinesia, rigidez, e 

inestabilidad postural (Nelson et al., 2014).  

 

En la enfermedad de Parkinson la pérdida de terminales dopaminérgicas en el 

estriado remueve la regulación inhibitoria sobre las interneuronas colinérgicas, 

generando incremento en su actividad, un subsecuente re-arreglo del circuito 

estriatal y la aparición de síntomas motores como temblor en las extremidades 

(Brown, 2007). Basado en observaciones clínicas, está demostrado que los 

fármacos anticolinérgicos alivian el temblor (Lang, 2002) mientras que los agonistas 

de dopamina son efectivos para abatir los síntomas motores presentes en la 

enfermedad de Parkinson.  

 

En condiciones control, el disparo tónico de las neuronas dopaminérgicas parece 

pausar la actividad colinérgica en el estriado, sugiriendo que las neuronas 

dopaminérgicas inhiben directamente el disparo de las interneuronas colinérgicas 

(Schulz and Reynolds, 2013). Aunque se sabe que las neuronas dopaminérgicas 

presentan conexiones monosinápticas con las interneuronas colinérgicas, las 

conexiones funcionales aun no son descritas.  

Para la investigación experimental se han desarrollado y empleado una gran 

variedad de modelos animales descritos para estudiar la enfermedad de Parkinson. 

Actualmente, se dividen en dos categorías: modelos genéticos y neurotóxicos. 

Dentro de los modelos genéticos predominan aquellos en los que se produce la 

deleción de genes implicados en mecanismos potenciales para el desarrollo de la 

enfermedad, como son los genes que expresan parkinas (PARK2), α-sinucleína 

(PARK1/4), las proteína PINK1 (PARK6) y DJ-1 (PARK7) principalmente. Estos 

modelos presentan la desventaja de que no siempre producen degeneración 

neuronal en los roedores y por tanto el desarrollo del fenotipo característico de la 

enfermedad no siempre ocurre (Bezard et al. 2011). Por ésta razón se recurre a los 

modelos con neurotoxinas que se inyectan en la SNc o fibras del haz medial, donde 

se induce neurotoxicidad de las neuronas dopaminérgicas. Los modelos más 

comunes son: La lesión por MPTP (C12H15N) en monos (Langston et al, 1984; 1989) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3933825/#R39
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y la lesión unilateral  de la SNc por 6-OHDA (C8H11NO3) en ratón (Ungerstedt, 1968) 

y rata (Schultz et al, 1982). La 6-OHDA es un análogo hidroxilado de la dopamina 

que induce degeneración de neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas por la alta 

afinidad a sus transportadores de membrana (Luthman et al. 1989). Una vez en el 

citosol, ésta molécula es oxidada, generando especies reactivas de oxigeno que 

llevan a la neurona a muerte por estrés oxidativo. Los modelos animales con 

neurotoxinas coinciden en síntomas y signos con los pacientes con EP, como la 

presencia de SO en monos tratados con MPTP (Nini et al, 1995). Esto ha permitido 

estudiar las oscilaciones en la actividad eléctrica de los ganglios basales, sobretodo 

en el STN y GPe en el modelo murino lesionado en la SNc por 6-OHDA  (Bevan et 

al, 2002; Wichmann & DeLong, 1999). En el mismo modelo se ha reportado 

actividad espontanea sincronizada de las neuronas del estriado utilizando la 

preparación de rebanadas cerebrales mantenidas in vitro (Plata et al., 2008; Jaidar 

et al, 2010; Pérez-Ortega et al., 2016).   

 

1.2 ORGANIZACIÓN ANATÓMICA DE LOS GANGLIOS BASALES 

Existen cinco núcleos que conforman los ganglios basales. El núcleo estriado, los 

globos pálidos externo e interno, el núcleo subtalámico, y la sustancia nigra pars 

reticulata. La gran interconexión que presentan permite categorizar funcionalmente 

a estos núcleos de tres maneras: núcleo de entrada, núcleos de salida, y núcleos 

intermedios. El estriado es considerado el núcleo de entrada, recibe información 

principalmente la corteza, el tálamo, la sustancia nigra pars compacta, el tallo 

cerebral y el mismo GPe. El GPe y el STN constituyen los núcleos intermedios, 

encargados del relevo de información entre los núcleos de entrada y los de salida. 

Finalmente, los núcleos de salida son el GPi y la SNr, que mandan la información 

procesada por los ganglios basales al tálamo. Desde el tálamo ésta información 

regresa hacia la corteza cerebral formando el loop tálamo-cortical (Albin, 1995). Las 

proyecciones de los núcleos de salida también se dirigen a las capas profundas del 

colículo superior, el núcleo pedunculopontino (PPN), y la región locomotora 

mesencefálica (MLR), estructuras premotoras que están asociadas con la iniciación 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3234449/#A009316C93
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y el control de movimientos locomotores, tono muscular y ajustes posturales (Le 

Ray et al., 2011) (ver Imagen 1) 

 

Investigaciones dirigidas por Kemp y Powell en 1971 enfatizan que los ganglios 

basales y los circuitos cerebelares convergen en el tálamo y mandan señales 

integradas a la corteza motora. De ésta manera, describen a los ganglios basales 

como filtros de entrada de diversas áreas corticales.  Sin embargo, este circuito de 

los ganglios basales y la corteza actúa de manera paralela, generando circuitos 

corticales y subcorticales reverberantes que modulan la salida motora (Sildelberg et 

al., 2015). 

 

En el estriado, cerca del 90% son neuronas GABAérgicas denominadas espinosas 

de proyección (SPNs), que presentan receptores dopaminérgicos D1 o D2, sólo 

aproximadamente el 6% de éstas neuronas de proyección poseen los dos 

receptores dopaminérgicos (Matamales et al., 2009).  El receptor dopaminérgico D1 

se expresa selectivamente en las SPNs que dan inicio a la vía directa. Llamada así 

pues proyecta sin relevos a los núcleos de salida de manera monosináptica: al GPi 

y la SNr, ésta entrada GABAérgica reduce la inhibición tónica de estos núcleos 

sobre los núcleos ventral anterior y ventral lateral del tálamo, a los que proyectan.  

Por lo tanto, el circuito de la vía directa disminuye la inhibición sobre el loop-tálamo 

cortical y así facilita el movimiento (Gerfen, 1992).  

 

Las MSNs que expresan al receptor D2 inician la vía indirecta de los ganglios 

basales. Estas neuronas GABAérgicas proyectan hacia el GPe que está inhibiendo 

tónicamente a las neuronas glutamatérgicas del núcleo subtalámico. A su vez, el 

núcleo subtalámico dirige sus eferencias excitadoras tónicas a los núcleos de salida 

GPi/SNr que inhiben tónicamente al tálamo. De modo que cuando el estriado inhibe 

al GPe, este deja de inhibir al núcleo subtalámico que a la vez excita a los núcleos 

de salida (Spann, 1991). El efecto neto de la vía indirecta es aumentar el nivel de la 

inhibición sobre el tálamo, al excitarse los núcleos de salida que son GABAérgicos. 
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De ésta manera el loop tálamo-cortical es interrumpido y no se promueve la salida 

motora, por lo tanto hay inhibición del movimiento (Gerfen, 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen modificada de Gerfen et al, 2011. 

Imágen 1.Organización funcional de los ganglios basales. Esquema de los ganglios basales en corte sagital. De 

acuerdo con el modelo de las dos vías, las proyecciones corticales llegan al estriado (flechas moradas), el cual 

envía eferencias mediante las neuronas espinosas de proyección (SPN) a los diferentes núcleos que conforman 

los ganglios basales, formando la vía directa (rojo) y la vía indirecta (verde). Estas dos vías proyectan a los 

núcleos de salida (GPi y SNr), o a núcleos intermedios (GPe) en el caso de la vía indirecta. El tálamo, el núcleo 

pedúnculo-pontino (PPN) y la región locomotora (MLR) reciben aferencias de los núcleos de salida. La 

heterogeneidad del estriado se observa ejemplificada en la imagen, ya que además de las neuronas de 

proyección (iSPN y dSPN), el estriado posee interneuronas GABAérgicas (FS, PLTS, NGF) y colinérgicas 

(TAN). Cada tipo neuronal tiene una morfología característica (ampliación esquemática). 
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1.3  MICROCIRCUITO ESTRIATAL  

Un microcircuito neuronal se define como un conjunto mínimo de neuronas (o 

módulo) que interaccionan entre sí de manera funcional; es decir, presentan 

actividad sincrónica o generan patrones temporales y espaciales de actividad de 

manera espontánea o en respuesta a algún tipo de estímulo (Carrillo-Reid, 2008). 

En el estriado este microcircuito se conforma de las neuronas de proyección y de 

un pequeño grupo de interneuronas. Las interneuronas regulan dinámicamente las 

propiedades de los circuitos neuronales en cada una de las regiones del cerebro 

(Kruglikov et al., 2008). Hay una amplia diversidad de subtipos de interneuronas en 

el hipocampo, la corteza y el estriado. 

En el estriado, un 5-7% de las células estriatales corresponden a interneuronas 

GABAérgicas, cuyas proyecciones locales inhibitorias tienen los tres tipos de 

disparo: disparo rápido (FS), persistentes de bajo umbral de disparo (PLTS), las de 

bajo umbral de disparo (LTS) que expresan calretinina. Las interneuronas de 

disparo rápido se distinguen por su expresión de paravalbúmina (PV); proteína 

quelante de calcio, mientras que las interneuronas persistentes de bajo umbral de 

disparo expresan neuropéptidos como somatostatina (SOM), neuropéptido Y (NPY), 

la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), la enzima tirosina-hidroxilasa (TH) o el 

receptor 5HT3a (Munoz-Manchado et al., 2016; Tepper et al., 2010). Las células 

restantes son las interneuronas colinérgicas, que conforman aproximadamente de 

1 al 3% de células en el cuerpo estriado, y se distinguen por su patrón de disparo 

tónico y la expresión de la enzima acetilcolintransferasa (ChAT) (Woolf et al., 1981) 

Estas poblaciones neuronales del estriado se encuentran finamente reguladas por 

los neuromoduladores: dopamina, acetilcolina, serotonina, diversos neuropéptidos 

incluyendo a las encefalinas (Graybiel., 1990). La densa inervación de neuronas 

dopaminérgicas de la SNc al estriado sugiere que la modulación del microcircuito 

es importante para la toma de decisiones y ejecución de acciones. De éstas 

neuronas dopaminérgicas, es característica su actividad de disparo tipo 

marcapasos que provee tónicamente de dopamina al estriado (Surmeier et al., 

2011).  La acetilcolina reduce la probabilidad de liberación de glutamato a través de 
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los receptores muscarínicos de las terminales corticostriatales presinápticas en el 

estriado (Higley et al., 2009); por lo tanto, un aumento en la tasa de disparo de las 

interneuronas colinérgicas, reduce la transmisión excitatoria sobre las SPNs (Ding 

et al., 2010). También modulan la actividad del circuito a través de los receptores 

nicotínicos que se expresan en las terminales presinápticas que llegan de la corteza 

(subunidad α7) (Campos et al., 2010), y en las terminales dopaminérgicas de la SNc 

(subunidades α4 y β2) (Grady et al., 2007), regulando la liberación de dopamina. 

Para conocer el resultado de la modulación de cada uno de estos neurotransmisores 

en el microcircuito estriatal se han realizado diversos trabajos con imagenología de 

calcio, técnica que permite resolución de célula única y observar el comportamiento 

de las neuronas que conforman el microcircuito en su conjunto. Al estudiar el 

microcircuito estriatal, se demostró que la actividad espontanea control de las 

neuronas es silente, pero que al añadir NMDA como entrada excitatoria se inducen 

diversos patrones de disparo en ráfaga de las neuronas parecida a la observada en 

vivo (Carrillo-Reid et al., 2008), mismos que se correlacionan con la ejecución de un 

movimiento (Grillner et al., 2006). Para estudiar la modulación colinérgica del 

microcircuito, se añadió muscarina, y se mostró que la activación de los receptores 

muscarínicos incrementa significativamente la actividad de la red neuronal, 

acompañada por la formación de diversos ensambles neuronales e incremento en 

la coactividad de las neuronas (Carrillo-Reid et al., 2009). Esta sincronización de las 

neuronas en los ganglios basales está correlacionada con la generación de 

movimientos, almacenamiento de memoria de procedimientos, y formación de 

hábitos (Singer et al., 2009). Por otra parte, al activar los receptores nicotínicos en 

el microcircuito estriatal se reduce la actividad neuronal inducida con NMDA en 

tejido control (Plata et al., 2013).  

En ausencia de dopamina hay hiperactividad espontanea e incremento en la 

sincronización neuronal (Jadiar et al., 2010). Se sugiere que la hiperactividad 

neuronal en la enfermedad de Parkinson se debe a la elevación crónica de la 

acetilcolina en el estriado por la pérdida de modulación dopaminérgica de las 

interneuronas colinérgicas. Se ha encontrado que al activar los receptores 
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nicotínicos en el microcircuito estriatal parkinsoniano se reduce la actividad neuronal 

espontanea (Plata et al., 2013). Sin embargo, no ha sido descrita la actividad de 

éstas interneuronas en el microcircuito estriatal, que es el propósito de este trabajo. 

 

1.4 INTERNEURONAS COLINERGICAS  

Las interneuronas colinérgicas están localizadas en un eje continuo que va desde 

los núcleos de los nervios craneales en el tronco encefálico hasta el tegmento 

medular, pasando de manera rostral del diencéfalo al telencéfalo (Kasa, 1996). Hay 

dos sistemas colinérgicos principales: El sistema de proyección, en el cual las 

neuronas colinérgicas proyectan principalmente a la corteza y  al hipocampo y el 

sistema local en el estriado, en donde las interneuronas colinérgicas proveen de 

una gran inervación (Zhou, 2002). El estriado también recibe proyecciones de 

neuronas colinérgicas que provienen del PPN y LDT (Dautan et al., 2014). 

Las interneuronas colinérgicas reciben dos entradas sinápticas principalmente: 

proyecciones excitatorias que provienen de la corteza y el tálamo (Bolam, 2000), 

mediadas por los receptores glutamatérgicos NMDA, AMPA y Kainato (Calabresi et 

al., 1998b), y la inervación dopaminérgica proveniente de la SNc mediada por los 

receptores D2 y D5 que disminuyen o incrementan su excitabilidad neuronal 

respectivamente (Yan et al., 1997). 

Las interneuronas colinérgicas son fáciles de identificar morfológicamente, ya que 

el diámetro del soma puede exceder 40 μm mientras que el soma de las NEMs mide 

de 12 a 15 μm aproximadamente (Kawaguchi, 1995). Las características 

electrofisiológicas incluyen disparo tónico de potenciales de acción en un rango de 

3-10Hz, potencial de membrana en reposo de − 72 ± 1.7 mV, resistencia de entrada 

(aproximadamente 242 ± 43 MΩ), prominente corriente catiónica activada por 

hiperpolarización (Ih), y amplia duración del potencial de acción (2.35 ± 0.135 ms) 

(Arias-García et al., 2017). Estas interneuronas liberan acetilcolina (ACh) como 

neurotransmisor, y tienen una serie de características neuroquímicas que las 
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distinguen y se utilizan como marcadores celulares. La acetilcolintransferasa 

(ChAT), enzima que cataliza la transferencia de un grupo acetil de la molécula acetil 

coenzima A para la biosíntesis de acetilcolina, el transportador vesicular de ACh 

(VAChT); y la enzima acetilcolinesterasa (AChE), responsable de la degradación de 

acetilcolina en acetato y colina (Butcher, 1984).  

La diversidad de receptores colinérgicos expresados en el estriado localizados tanto 

presinápticamente como postsinápticamente, sugieren que las interneuronas 

colinérgicas ejercen una gran influencia en el funcionamiento estriatal (Goldberg et 

al., 2012). Esta gran variedad de efectos en el estriado se debe principalmente a la 

señalización provocada por sus dos tipos de receptores: Muscarínicos (mAChRs), 

y Nicotínicos (nAChRs). Los mAChRs son una subfamilia de receptores acoplados 

a proteínas G altamente expresados en el estriado, principalmente en las MSNs 

(Kreitzer, 2009). Los cinco receptores muscarínicos identificados en las neuronas 

colinérgicas se encuentran clasificados en dos familias basadas en las cascadas de 

señalización intracelular a la que están acoplados. Los receptores M1, M3, y M5 

están asociados con el subtipo Gq de la subunidad α de la proteína G, y los 

receptores M2 y M4 están generalmente acoplados a la proteína Gi. Dentro del 

estriado, existe una expresión predominante de los receptores M1 y M4 localizados 

en las neuronas espinosas medianas.  

La activación muscarínica en las SPNs reduce las corrientes de calcio del tipo N, P, 

y L. (Surmeier, 1995), lo que causa un cambio por hiperpolarización en el rango de 

voltaje que mantiene activa la corriente de potasio tipo A (Akins, 990). De ésta 

manera se relaciona la pausa sincronizada que presentan las TANs en su disparo 

con la reducción transitoria de la activación muscarínica que aumenta la entrada de 

las corrientes de calcio dependientes de voltaje. La importancia de estos cambios 

dados por la influencia colinérgica recae en las respuestas eléctricas de las mismas 

SPNs, por lo que ésta evidencia sugiere que la gran variabilidad de respuesta de 

las neuronas de proyección en el estriado depende en gran medida de los 

receptores dopaminérgicos y los receptores colinérgicos (mAChRs).  
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Tepper y Koos en 2008 reportaron que la liberación de acetilcolina por las 

interneuronas colinérgicas altera la fuerza de inhibición de las interneuronas 

GABAergicas de disparo rápido, ejercida sobre las SPNs pues un subtipo de nAChR 

media su despolarización. Esta actividad nicotínica puede alterar rápidamente la 

inhibición de las SPNs. Lo cual evidencia que la actividad colinérgica está 

modulando al microcircuito estriatal  (Tepper, 2008). 

En modelos de la enfermedad de Parkinson se observan alteraciones en el disparo 

de las interneuronas colinérgicas, sugiriendo mayor sincronización y ritmo (Raz et 

al., 1996) además de que su excitabilidad aumenta (Tubert et al., 2016). Los 

síntomas motores de ésta enfermedad correlacionan con oscilaciones exageradas 

en la frecuencia beta (15-30Hz) en los circuitos cortico-basales (Brown, 2007). 

Mediante estimulación de las interneuronas colinérgicas por optogenética y 

electrofisiología se mostró el aumento reversible de las oscilaciones alfa, beta y 

gamma en el estriado y las capas profundas de la corteza sensoriomotora. Lo que 

sugiere que una exacerbada actividad de éstas interneuronas podría 

correlacionarse con la bradicinesia y rigidez presentes en los pacientes con 

enfermedad de Parkinson (Kondabolu et al., 2016).  

1.4 IMAGENOLOGIA DE CALCIO COMO HERRAMIENTA PARA ESTUDIAR AL 

MICROCIRCUITO ESTRIATAL. 

Actualmente existen herramientas de registro de grandes grupos de neuronas, 

como: registros de campo y registros extracelulares con multielectrodos, que 

permiten el análisis simultáneo de cientos de células. La desventaja es que éstas 

técnicas de registro electrofisiológico no identifican a las células registradas y  

muchas veces no hay resolución de célula única.  

Sin embargo, existe otra forma de hacer registros de grupos de neuronas: La 

imagenología de calcio, técnica que permite seguir decenas de neuronas en el 

tiempo con resolución de célula única. Esta técnica se lleva a cabo a través de 

moléculas fluorescentes que al unirse al calcio libre emiten una señal, por lo tanto, 

permite detectar si ocurrió un cambio en la concentración de este catión dentro de 
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una neurona (Göbel, 2007). En reposo, la concentración de calcio intracelular en 

una neurona es de 50-100 nM, que puede elevarse transitoriamente de 10 hasta 

100 veces durante el disparo de potenciales de acción (Berridge, 2003). Por lo tanto, 

un aumento en la concentración de calcio intracelular libre es indicativo de actividad 

neuronal. Además, con el uso de ratones transgénicos es posible registrar 

selectivamente poblaciones de células tanto en registros in vivo como in vitro 

(Göbel, 2007).  

El desarrollo de moléculas fluorescentes al calcio ha sido importante para mejorar 

la técnica de imagenología. Primero se usaron moléculas permeables a la 

membrana celular como el FLUO-4AM, Calcium Orange, OregonGreen, entre otros. 

Pero su vida media y su permeabilidad son limitadas, de modo que, usando 

herramientas de biología molecular, se han desarrollado recientemente moléculas 

fluorescentes a calcio que son genéticamente codificadas, llamados: Indicadores de 

Calcio Genéticamente Codificados (GCCIs). La familia más representativa de estos 

GCCIs son las proteínas GCamp, que han sido ampliamente utilizadas en 

experimentos de imagenología in vivo (Göbel, 2007).   

Las proteínas GCamp están conformadas por una proteína verde fluorescente 

(EGFP) flanqueada en un extremo por la proteína de unión a calcio; calmodulina, y 

por el otro extremo por el péptido de unión a calmodulina M13 (Nakai et al., 2001). 

En presencia de calcio, la interacción de la calmodulina con M13 provoca un cambio 

conformacional que permite un incremento en la fluorescencia. Aunque pertenecen 

a la misma familia, las proteínas GCamp difieren en su afinidad al calcio por las 

variantes de las constantes de disociación (Kd). Los diferentes miembros de la 

familia GCaMP presentan distintas Kd provocadas por diferentes mutaciones entre 

el péptido M13 y la calmodulina, que hace que cambie la conformación molecular 

del cromóforo. 

Las neuronas tienen cambios de concentración de calcio muy rápido porque los 

potenciales de acción suceden en milisegundos, así que seguir estos cambios 

depende de la Kd de cada GCCIs. GCamp6f (Kd~375 nM) puede emitir una señal 
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fluorescente desde un potencial de acción, la señal tarda ~50 ms para llegar al pico 

y su tiempo de caída media es de ~140 ms. Esta variante incorpora una mutación 

(A317E) que interrumpe la interacción M13/CaM, lo que afecta la unión y permite 

una liberación de calcio más rápida (Akerboom et al., 2012) 

Existen diferentes formas de expresar GCCIs en las neuronas. Una de ellas es la 

transfeccion viral, insertando un constructo en un vector viral, este puede infectar 

de manera específica un área del cerebro. Muchos vectores virales pueden ser 

utilizados para introducir un GCCI a la neurona de interés, pueden ser lentivirus, 

virus de la rabia, herpes o adenoasociados (AAV), la diferencia radica en el tamaño 

del genoma que va a llevar. Por ejemplo, los vectores basados en AAV están 

restringidos a 4.7 kb, mientras que los lentivirus pueden contener hasta 9 kb. Ambos 

están catalogados como virus de gran infección que presentan pocos efectos 

adversos (Kumar, 2001).  

Ahora bien, es importante asegurar la especificidad de la infección y marcar 

solamente las neuronas de interés, por ésta razón se utilizan promotores específicos 

de cada tipo celular o estrategias como el uso del sistema Cre-Lox. Este sistema se 

deriva del bacteriófago P1, y es un potente sistema que permite controlar la 

expresión de genes de manera específica en una población neuronal. La proteína 

Cre recombinasa reconoce los 34 pb, la localización y orientación de los sitios loxP, 

que es determinante para que material genético sea expresado. (Addgene.org, 

2017).  En el caso de las neuronas colinérgicas, se utilizó un transgénico cuya Cre 

recombinasa estuviera regulada por la enzima ChAT. Este diseño experimental nos 

permite seguir selectivamente la actividad de las neuronas ChAT positivas 

marcadas con la proteína tomato en el estriado. Que al mismo tiempo expresan 

GCamp6f bajo el promotor de sinapsina. Se puede regisytra en diversas 

condiciones: control quasi-silente, control activado con NMDA y el circuito 

parkinsoniano.  
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2.0 JUSTIFICACION 

El núcleo estriado muestra una tinción densa para los marcadores colinérgicos 

debido a las interneuronas colinérgicas que forman parte de este microcircuito, 

estas modulan la excitabilidad de las neuronas de proyección a través de la 

activación de receptores muscarínicos que regulan corrientes iónicas dependientes 

de voltaje, tanto presináptica como postsinápticamente. Esto también es cierto para 

la actividad de las otras interneuronas. Por lo tanto, hay un efecto sobre el 

microcircuito, si se activan los receptores muscarínicos del estriado incrementa la 

sincronía entre las diferentes neuronas, mostrando picos de sincronía (Carrillo-Reid 

2009). En la Enfermedad de Parkinson existe hipercolinergia (Barbeau, 1962).  Al 

registrar el microcircuito estriatal en condición parkinsoniana las neuronas 

estriatales exhiben picos sincrónicos espontáneos, que no se exhiben en una 

condición control, y que pueden ser abolidos por la aplicación de nicotina (Plata et 

al., 2013). Por lo anterior, se busca evaluar la actividad de las interneuronas 

colinérgicas del cuerpo estriado en la dinámica del microcircuito estriatal, para 

empezar a entender la dinámica de la red en condiciones normales y patológicas en 

un modelo parkinsoniano. 

 

3.0 HIPOTESIS 

Las interneuronas colinérgicas muestran hiperactividad en el microcircuito estriatal 

privado de dopamina, además en ésta condición, exhiben mayor actividad periódica 

y sincrónica que en un microcircuito estriatal control. 

4.0 OBJETIVOS 

4.1 General 

Caracterizar la actividad y participación de las interneuronas colinérgicas en el 

microcircuito estriatal en condiciones control y en un modelo parkinsoniano. 
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4.2 Particulares 

 Identificar a las interneuronas colinérgicas mediante registros simultáneos 

de imagenología de calcio y electrofisiología utilizando la técnica de patch 

clamp en célula entera. 

 Obtener el porcentaje de neuronas positivas a la enzima ChAT en el 

microcircuito estriatal para comparar la participación funcional y 

anatómica de estas neuronas con respecto a las neuronas identificadas 

como no colinérgicas, enn control y en condiciones patológicas. 

 Cuantificar la actividad de las neuronas ChAT positivas durante registros 

de imagenología de calcio en las condiciones control, NMDA y el modelo 

parkinsoniano, y compararla con la actividad de las neuronas tdT 

negativas. 

 Caracterizar la actividad individual de las neuronas ChAT positivas en las 

tres diferentes condiciones y compararla con la actividad individual de las 

neuronas tdT negativas. 

 

5.0 METODOLOGIA. 

5.1 ANIMALES. 

Para facilitar la localización de las neuronas colinérgicas en el estriado se utilizaron 

20 ratones knock-in Acetilcolintransferasa (ChAT)-IRES-Cre de ambos sexos de 21-

23 días de edad criados en el Bioterio del Instituto de Fisiología Celular, UNAM. En 

donde se  mantuvieron bajo condiciones de aire, temperatura y humedad relativa 

controlada y ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h con libre acceso a comida y agua, 

en instalaciones que cumplen con lo establecido por la Norma Oficial Mexicana 

NOM 062-ZOO-1999, especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso 

de los animales de laboratorio. 
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 5.2 GENOTIPIFICACION. 

Para la  genotipificación se realizó un análisis de PCR con el DNA genómico 

obtenido de la cola del ratón con el Kit REDExtract-Sigma (No.Cat. R4775), 

utilizando los siguientes cebadores: forward, 5-CCTGGAAAATGCTTCTGTCCG-3 y 

reverse, 5-CAGGGTGTTATAAGCAATCCC-3. La reacción de amplificación se llevó 

a cabo en 30 ciclos de 94°C- 30 min para desnaturalización el DNA, 64°C-40 min 

para el alineamiento de los oligonucleótidos y la fase de extensión del material 

genético 72°C- 5 min. La temperatura de enfriamiento utilizada fue de 4°C. 

Las PCRs se realizaron en un termociclador iCycler Thermal (Bio-Rad), y los 

productos de  PCR se visualizaron a través de una electroforesis en gel de agarosa 

al 2%. Finalmente, se obtuvo la imagen de los amplicones utilizando GelRed y un 

escáner digital con el sistema de adquisición Bio-Vision (Vilber-Lourmat). (Ver 

Anexo. Fig S.1)  

5.3 CIRUGIA ESTEROTÁXICA. 

Para la transfección viral y lesión con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), los ratones  se 

anestesiaron intraperitonealmente con: clorhidrato de ketamina (85 mg/kg ip) 

/Xilazina (15 mg/kg ip) (ANESKET®) y fueron colocados en un aparato estereotáxico 

(Stoelting Co™).  

Para la transfección viral  se inyectaron 0.5 µL una mezcla de los vectores AAV1-

Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40 y AVV1.CAG.Flex.tdTomato.WPRE.bGII (1:1) 

(pennCore) en las coordenadas desde bregma: Anteroposterior +1 mm, 

ventrolateral  -1.5 mm, y dorsomedial -3 mm. Después de 8 min de difusión, cada 

ratón se suturo, y  mantuvo en el vivario con comida, calefacción  y agua ad libitum. 

Para el modelo parkinsoniano se realizó una lesión unilateral derecha con 0.6 µL de 

6-OHDA en la sustancia nigra pars compacta (Anteroposterior – 2.4 mm, 

ventrolateral  -1.5 mm, y dorsomedial -4.5 mm, desde bregma). Después de 8 min 

de difusión, cada ratón se suturo, y  mantuvo en el vivario con comida y agua ad 

libitum. 
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5.4 EVALUACION DEL MODELO PARKINSONIANO 6-OHDA 

Para la evaluación del modelo se siguió un protocolo de conducta de giro en el que 

se cuentan los giros dados por el sujeto experimental lesionado 3-7días después de 

la cirugía con el software RotaCount. Para la cuantificación de los giros se sujetó 

cada ratón a un arnés conectado al contador controlado por el software, y se 

administraron subcutáneamente 1ml/Kg de peso de apomorfina (concentración 0.5 

mg/ml), agonista dopaminérgico no selectivo. Después de 15 minutos de la 

administración se realizó el conteo de los giros a 180º y 360º en ambas direcciones 

por 60 minutos. Se eligieron los ratones con más de 50 giros completos en dirección 

contra lateral a la lesión. 

 

5.5 PREPARACION DE REBANADAS, MICROSCOPIA E IMAGENOLOGÍA DE 

CALCIO. 

Se anestesiaron los animales con: clorhidrato de ketamina (85 mg/kg ip)/ xilazina 

(15 mg/kg ip) (ANESKET®). Después, se sometieron a perfusión cardiaca con 5 mL 

de solución de sacarosa fría (que contiene: 234 mM sacarosa; 7 mM dextrosa; 

28mM NaHCO3; 2.5mM KCl; 7mM MgCl2; 1.44mM NaH2PO4 y 0.4mM CaCl2). 

Posteriormente se realizó la craneotomización y extracción del cerebro. Se 

obtuvieron rebanadas para horizontales de 250 µm utilizando un vibratomo Tissue 

slicer PELCO easiSlicer®, embebidas en solución de sacarosa fría. Las rebanadas 

de 250 µm se transfirieron a una solución de Krebs saturada con 95% de O2 y 5% 

de CO2; pH: 7.4, osmolaridad de 300 ± 5 mOs/L (que contiene: 126 mM NaCl; 11 

mM dextrosa; 26 mM NaHCO3; 0.2mM tiourea; 0.2mM ac. ascórbico; 3 mM KCl; 1 

mM MgCl2 y 2 mM CaCl2) donde se dejaron reposar por media hora a temperatura 

ambiente antes de continuar.  
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Las rebanadas se transfirieron a una cámara de perfusión en el escenario de un 

microscopio vertical equipado con un objetivo de inmersión en agua 20x 

(LUMPlanFI, Olympus, Center Valley, 0.50 AN). La excitación y emisión de las 

proteínas tdTomato y GCamp6fast se obtuvo con una ʎ=560 nm / 581nm y 490nm 

/ 500nm respectivamente.  Las  imágenes se tomaron con una cámara digital a 6 

imágenes por segundo con el software impatch@ desarrollado en el laboratorio 

(www.impatch.org). El campo de observación fue de 800 x 800 μm.  

5.6.  ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD NEURONAL 

El procesamiento de las imágenes se llevó a cabo usando Image J, programas 

escritos en Labview o MATLAB.  Las neuronas se seleccionaron manualmente 

identificando todos los somas fluorescentes del campo para medir su florescencia 

en función del tiempo, las señales de calcio provocadas por los potenciales de 

acción fueron detectadas basándose en el valor del umbral obtenido por su primera 

derivada en el tiempo (Figura 1). Se considera únicamente actividad, a aquellos 

valores de la primera derivada del transitorio de calcio que  sobrepasen el umbral 

de 2.5 desviaciones estándar.  Se obtuvieron matrices binarias C x F, donde C 

representa el número de células activas y F el número de imágenes en cada video, 

donde 1 representa actividad y 0 inactivad neuronal a un tiempo dado. Con los 

valores de las matrices binarias se construyeron gráficas tipo ráster siendo las 

células activas las filas (ordenadas) y el tiempo de su actividad las abscisas 

(columnas). Todos los videos registrados se examinaron manualmente con la 

finalidad de optimizar el análisis de cada célula individualmente y eliminar cualquier 

tipo de artefacto. 

La probabilidad de actividad de cada célula durante cada experimento se obtuvo 

contando el número de cuadros activos entre el total de cuadros de cada registro. 

Se construyeron histogramas en donde se grafica la distribución de la probabilidad 

de actividad de la población total en intervalos de 0.05. Para comparar cada 

distribución se sumaron los eventos de ocurrencia por intervalo de probabilidad para 
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construir curvas de probabilidad acumulada de todos los experimentos y en cada 

condición. 

La actividad de todas las células en cada cuadro de registro se sumó para obtener 

un histograma de coactividad. Para determinar significancia en la coactividad se 

utilizaron simulaciones de Monte Carlo en donde se ordena aleatoriamente la 

actividad de cada célula  en el tiempo y se obtienen nuevos histogramas de 

coactividad (1000 simulaciones) (Aparicio-Juárez et al., 2017) Cada histograma 

obtenido a partir de las simulaciones se compara con el original, contando las 

células que estuvieron activas al mismo tiempo en cada cuadro del registro. De esta 

manera se obtiene un umbral de significancia al establecer el valor mínimo en el 

cual los datos experimentales muestran mayor probabilidad de eventos de 

coactividad que el 95% de los eventos de coactividad generados al azar.  

Para cuantificar los picos de coactividad significativos por minuto, el número de 

cuadros en los que el número de células coactivas fuera mayor al umbral 

determinado por la prueba de Monte Carlo fue dividido por la duración total del 

experimento en minutos. 

 

5.7. ELECTROFISIOLOGIA 

 Se empleó la técnica de célula entera con fijación de voltaje (Bargas et al., 1994). 

Los electrodos de registro fueron estirados a partir de tubos capilares de borosilicato 

tipo Corning 8250 (AM Systems, Inc, Carlsborg, WA). Utlizando un Micropipette 

Puller Modelo p-47, Sutter instrument Co (Axon Instruments Foster City, CA). Las 

pipetas obtenidas se llenaron con una solución interna pH  7.2 de  275 – 285 

mOsm/L  que contiene: 140 mM K-gluconato, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1 mM 

ácido etilen glicol-bis (alfa-aminoetil éter) -N, N, N’, N’-tetraacético (EGTA), 5 mM 

NaCl, 2 mM Na2ATP, 0.3 mM Na3GTP, 1.5% de biocitina. Las rebanadas se 

superperfundieron con la solución externa  
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Los registros se obtuvieron con un amplificador para fijación de corriente  BVC-700A 

(Dagan corp., Minneapolis, MN) controlado con impatch. La resistencia de los 

electrodos es típicamente entre 6-10 MΩ medidos en la solución extracelular.  

El microcircuito estriatal se estimuló agregando 1.7 μM NMDA en solución Krebs en 

la cámara de perfusión simulando una entrada excitatoria para producir actividad 

secuencial (Grillner, 2006, Carrillo-Reid  et al 2008, Perez -Ortega et al 2016). En 

estas condiciones se registró la actividad del microcircuito de la misma manera que 

en condiciones control. 

 

5.8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para el análisis estadístico de los resultados se utilizaron las siguientes pruebas no 

paramétricas: 

-Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas para detectar diferencias 

significativas de los porcentajes de neuronas activas en las condiciones de actividad 

espontánea e inducida con NMDA.  

-Prueba  de Kruskal-Wallis es un prueba no pareada utilizada para evaluar 

diferencias significativas tanto de los porcentajes de neuronas activas entre grupo 

control espontaneo y con entrada excitatoria con el grupo parkinsoniano, de la 

misma manera se utilizó para medir diferencias significativas de la probabilidad de 

formación de picos coactivos entre cada población neuronal en las diferentes 

condiciones. 

- Prueba de Kolmogorov-Smirnov es una prueba que se emplea para probar el grado 

de concordancia entre dos distribuciones de datos empíricos. Por esta razón, se 

utiliza para determinar diferencias significativas entre distribuciones de probabilidad 

de actividad celular en donde una p<0.05 acepta la hipótesis alternativa que las 

muestras experimentales comparadas tienen diferente distribución. 
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Prueba de Chi cuadrada de  bondad de Ajuste. La prueba se basa en la comparación 

de resultados obtenidos con los resultados esperados de dos variables 

independientes. El ajuste obtenido entre la frecuencia de eventos en una muestra 

observada y las frecuencias esperadas que se obtienen a partir de la distribución 

hipotética. La utilizamos para la evaluación de los histogramas de probabilidad de 

coactividad. Para evaluar la diferencia entre el porcentaje de neuronas ChAT (+) 

con periodicidad y sin periodicidad en control y el modelo de Parkinson se obtuvo el 

valor de Chi cuadrada y se aplicó la prueba de Fischer. 

- ANOVA de una vía con pruebas Tukey post hoc. ANOVA de una vía evalúa si 

existe una diferencia significativa entre grupos de medias; presupone que existe 

homogeneidad de varianza. Tras encontrar una diferencia significativa, se pueden 

aplicar pruebas post hoc en la variable independiente para examinar las diferencias 

entre los grupos. La prueba post hoc de Tukey utiliza el estadístico del rango 

obtenido con ANOVA para realizar todas las comparaciones por pares entre los 

grupos. Establece la tasa de error por experimento como la tasa de error para el 

conjunto de todas las comparaciones por pares. Mediante estas pruebas 

determinamos diferencias entre las medias de picos coactivos por minuto de las tres 

condiciones experimentales: Control, Parkinsoniano y NMDA. 

 

6.0 RESULTADOS 

Las interneuronas colinérgicas en el estriado se pueden identificar 

morfológicamente por el diámetro de su soma que es aproximadamente 4 veces 

mayor que el de las demás neuronas existentes en este núcleo. Bajo este hecho se 

realizó un registro electrofisiológico de patch clamp (Figura 1A) en configuración de 

célula entera a una interneurona colinérgica que fue identificada posteriormente con 

inmunocitoquímica contra ChAT (Figura 1B).  La célula  mostró actividad tónica y  

corriente despolarizante activada pro pasos hiperpolarizantes de -140 pA a  -10 pA 

con pasos de ± 20 pA, que ha sido descrito como generada por la corriente Ih (Figura 

1C), corriente prominente de las interneuronas colinérgicas.  Por otra parte, se 
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monitoreó la señal de fluorescencia simultáneamente a la señal de voltaje (Figura 

1D), notando que cada vez que se produce un potencial de acción o un cambio en 

la frecuencias de disparo hay un incremento en la señal fluorescente a la que 

llamaremos transitorio de calcio.  Al calcular la primera derivada del transitorio de 

calcio, esta corresponde a la duración de los disparos de potenciales de acción.  Por 

lo tanto, la imagenología de calcio es una herramienta con la que es posible seguir  

indirectamente la actividad eléctrica de las neuronas ChAT (+) 

. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

26 
 

Figura 1. Identificación de interneuronas colinérgicas estriatales por imagenología de calcio y 

registros electrofisiológicos. (A) Esquema anatómico del estriado. El área delimitada por un cuadrado 

representa el área (800 × 800 μm) donde se realizaron los registros simultáneos de imagenología de 

calcio y patch-clamp de  célula entera. (B) Interneurona colinérgica utilizada para el ejemplo del 

registro simultáneo marcada con biocitina. (C) Registro de patch clamp de célula entera. Respuestas 

de voltaje evocadas por inyecciones hiperpolarizantes de corriente. (D) Registros simultáneos de 

disparo neuronal (superior), los transitorios de calcio durante el disparo neuronal (ΔF/F) (al centro), 

y la derivada en el tiempo de los transitorios de calcio seleccionados con 2.5 desviaciones estándar 

(línea punteada) (inferior). 

 

Para medir la actividad de muchas interneuronas colinérgicas al mismo tiempo, se 

utilizaron ratones transgénicos ChAT-Cre y el vector viral 

AVV1.CAG.Flex.tdTomato.WPRE.bGII, para expresar la proteína roja Td-Tomato 

sólo en las neuronas ChAT positivas que se observan fluoresciendo en rojo. Para 

medir la actividad neuronal a través de transitorios de calcio, se agregó el vector 

viral AAV1-Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40, cuyo promotor es la sinapsina, proteína 

que se encuentra en todas las neuronas,  y por lo tanto todas las neuronas del 

estriado expresaron GCaMP6f, que es un fluoróforo de calcio genéticamente 

codificado que fluoresce en 560 nm (color verde), al unirse a calcio. 

Con este diseño experimental fue posible  seguir los transitorios de calcio de todas 

las neuronas del estriado que expresaron GCamp6f en una rebanada de cerebro de 

ratón ChAT-Cre (Figura 2A). Para identificar los transitorios pertenecientes  a las 

neuronas ChAT positivas se toma una imagen de las neuronas que expresan  la 

proteína Td-Tomato en el mismo campo del estriado donde se realiza el registro de 

todos los transitorios de calcio. Posteriormente se superpusieron las imágenes y se 

identificaron las células que colocalizan Td-Tomato con GCamp6f, mismas que son 

interneuronas colinérgicas (Figura 2B). 
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Figura. 2. Identificación de neuronas ChAT positivas mediante fluorescencia (A). Neuronas 

estriatales que expresan la proteína GCamp6f. Longitud de fluorescencia: 560 nm. (B) Neuronas 

estriatales que expresan la proteína td Tomato (ChAT positivas). Longitud de fluorescencia: 490 nm 

(C) Superposición de imágenes que muestra con flechas blancas las neuronas que colocalizan 

ambos marcadores (ChAT positivas). 

Al calcular y analizar los transitorios de calcio (Figura 3A) de cada neurona en el 

estriado fue posible construir gráficas tipo ráster que representan la actividad 

neuronal registrada en el tiempo en condiciones control (Figura 3B; n=7), en el 

modelo parkinsoniano (Figura 3B; n=7) y  de neuronas cuya actividad se indujo con 

NMDA como entrada excitatoria (Anexo 2; n=7). En rojo se observan las neuronas 

ChAT(+) y en negro el resto de las neuronas que estuvieron activas a las que 

llamaremos tdT(-).  Las filas representan la actividad individual de cada neurona a 

través del tiempo donde cada punto representa el disparo de potenciales de acción. 

Se observa que la actividad espontanea del modelo parkinsoniano es mayor en 

comparación con la actividad espontanea control. 
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Figura 3. El microcircuito estriatal presenta diferencias en la actividad neuronal espontánea control, 

y la exhibida en un modelo parkinsoniano (Privado de Dopamina). (A)Neuronas ChAT positivas 

(colocalización en rojo) y tdT negativas (color verde) en el estriado. Del lado derecho se muestran 

los transitorios de calcio de cada neurona numerada. (B) Gráfica tipo ráster que representa la 

actividad espontánea de 50 neuronas registradas simultáneamente. (C) Gráfica tipo ráster que 

representa la actividad espontánea  de 45 neuronas registradas simultáneamente en el modelo 

parkinsoniano 6OH-DA. En cada gráfica, las filas muestran la actividad individual de cada neurona 

en el tiempo de registro. Los colores utilizados denotan un tipo neuronal diferente, las ChAT positivas 

en rojo y las tdT negativas en negro.  
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En el estriado, usando inmunocitoquímica, el porcentaje de  interneuronas 

colinérgicas reportado es del 1-3% (Kawaguchi  et al., 1991) por esta razón nos 

preguntamos ¿Qué porcentaje de ChAT (+) participan en cada una de las 

condiciones experimentales? Para contestar esta pregunta se calculó el porcentaje 

de ChAT (+) que mostró actividad durante el registro, al que  denominamos 

porcentaje funcional. La mediana del porcentaje de las neuronas activas que en la 

condición control son ChAT (+) es de 25 %, y para la condición parkinsoniana es de 

27 %. Ya que el estriado control es casi silente, se utilizó NMDA como entrada 

excitatoria para comparar también las neuronas ChAT(+) en una condición control 

activa con . En ninguna de las tres condiciones hubo diferencia significativa bajo 

una prueba de Kruskal-Wallis (análisis de varianza de una vía; Figura 4).  

El porcentaje funcional de las ChAT (+) fue mayor a lo reportado con 

inmunocitoquímica, porque tomamos en cuenta solo las neuronas activas en el 

microcircuito. Para incluir a todas las neuronas que expresan Gcamp6f pero no 

estuvieron activas durante el registro  despolarizamos la preparación con KCl 0.5M 

al final de cada experimento. De esta forma obtuvimos un transitorio de calcio de 

todas las neuronas que expresaron GCamp6f  que nos sirvió para calcular la 

proporción total de neuronas ChAT (+) activas respecto de las demás neuronas. La 

mediana fue de 12% para la condición control mientras que para el microcircuito 

parkinsoniano fue de 13%. El porcentaje total fue menor al porcentaje funcional 

debido a que las SPNs se mantienen silentes. En la Figura 4B se muestra las 

gráficas de caja de los porcentajes totales y funcionales de las neuronas ChAT (+)  

que para cada condición control silente y parkinsoniana, son significativamente 

diferentes (P = 0.0006; Kruskal-Wallis, análisis de varianza post-hoc Dunn). Porque 

el porcentaje total está tomando en cuenta todas las neuronas que expresan 

GCamp6f, y el funcional solo las que participan en los ensambles neurales. 
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Figura 4. La participación de las neuronas colinérgicas en el microcircuito estriatal es mayor al 3% 

en las diferentes condiciones (A) Diagrama estadístico de caja que muestra el porcentaje de 

neuronas ChAT (+) que presentaron actividad durante el registro en el  estriado en condiciones 

control, con NMDA como entrada excitatoria y en el modelo parkinsoniano (*p<0.05). (B) Diagrama 

estadístico de caja que representa el porcentaje de neuronas ChAT (+) activas en el microcircuito 

funcional, y el porcentaje que toma en cuenta la población total del campo registrado (n=7, rebanadas 

de diferentes animales). 

La proporción de células ChAT(+) no está cambiando en el microcircuito 

parkinsoniano. Sin embargo, es posible apreciar  un incremento en la actividad de 

estas interneuronas (puntos rojos) en la condición privada de dopamina, como lo 

muestra el ráster parkinsoniano en  la Figura 5.  A la derecha de cada uno de los 

rásters, de las tres condiciones: control, parkinsoniano y activado con NMDA, está 

el histograma de la suma de la actividad de cada neurona en el tiempo. Se observa 

que el porcentaje máximo de cuadros activos en la condición control es del 1%, 

mientras que en el modelo parkinsoniano llega hasta el 5% de cuadros activos, aun 

mayor que la condición control activada (NMDA). Además en la condición 

parkinsoniana muchas de las neuronas con más actividad son ChAT (+). Esto nos 

indica que la actividad de la población neuronal cambia cuando el microcircuito 

estriatal está privado de dopamina.  Este comportamiento se observó en las siete 

rebanadas parkinsonianas registradas. 
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Figura 5. La actividad neuronal en el microcircuito estriatal es diferente en las tres condiciones 

experimentales (A) Gráfica tipo ráster que representa la actividad espontánea control de 50 neuronas 

registradas simultáneamente (B) Gráfica tipo ráster que representa la actividad espontánea en el 

modelo parkinsoniano  de 45 neuronas registradas simultáneamente. (C) Gráfica tipo ráster que 

representa la actividad inducida con NMDA de 45 neuronas registradas simultáneamente. A la 

derecha de cada ráster se encuentra un histograma que representa la suma de la actividad por 

neurona en el tiempo de registro. Las diferentes poblaciones neuronales se representan en color rojo 

(ChAT positivas) y negro (tdT negativas).  

 

Para evidenciar esta diferencia en la actividad celular, tomamos ventaja de la 

resolución de célula única de la imagenología de calcio y se calculó la probabilidad 

de actividad, que es  la suma de la actividad entre el número de cuadros adquiridos. 

Con esto se construyen los histogramas de probabilidad de actividad en cada 

condición (Figura 6). La probabilidad de la  actividad celular del microcircuito control 

es baja (<0.05; Figura 6A), mientras que en el microcircuito parkinsoniano 

encontramos una población importante de neuronas cuya probabilidad de actividad 

está entre 0.05 y 0.25 (Figura 6B). Cuando se activa el microcircuito control con 

NMDA, aumenta la probabilidad de la actividad neuronal, pero la mayoría de las 

células se mantienen con baja probabilidad de estar activas (< 0.05; Figura 6C). Al 

comparar las distribuciones de probabilidad  de actividad de las tres condiciones, la 

distribución del  microcircuito parkinsoniano fue significativamente diferente de la 

distribución con NMDA y de la del microcircuito control (P=0.04 y P=0.002; prueba 

Kolmogorov-Smirnov; Figura 6D).  Con esto probamos que no está cambiando el 

porcentaje de células de la condición control y cuando privamos al microcircuito 

estriatal de DA. Si no que hay hiperactividad de las  neruonas ChAT(+)  en el modelo 

parkinsoniano.  
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Figura 6. Probabilidad de actividad neuronal en las tres condiciones experimentales. (A) Histograma 

de la actividad espontanea control de toda la población neuronal, (B) Histograma de la actividad 

espontanea en el modelo parkinsoniano de toda la población neuronal. (C) Histograma de la actividad 

inducida con NMDA en tejido control de toda la población neuronal. (D) La gráfica muestra la 

comparación de la probabilidad acumulada de las diferentes muestras: control (azul), modelo 

parkinsoniano (verde) y control con NMDA (rojo) (*P<0.05 y **P<0.005). Esta curva muestra la suma 

de la distribución de actividad mostrada en cada histograma individual.  

Lo siguiente por investigar es sí  las células que se encuentran en los intervalos de 

probabilidad de actividad mayores a 0.05 en la distribución de la muestra 

parkinsoniana corresponden en gran medida a las neuronas ChAT (+). Para 

confirmar esto, construimos los histogramas de probabilidad de actividad de  las 

neuronas ChAT (+) y de las neuronas tdT(-) por separado (Figura 7). En los 

histogramas de probabilidad de actividad que se  muestran a la izquierda de la figura 

7, se observa que las interneuronas colinérgicas están aumentando su actividad 

cuando se privado de DA al microcircuito estriatal, porque las neuronas ChAT (+) 

se encuentran en intervalos de actividad mayores a 0.05, y esto no ocurre  en el 

microcircuito estriatal control silente ni en el control activo (NMDA) (Figura 7A-C, 

izquierda). Por lo tanto las distribución de probabilidad de actividad de las ChAT (+) 

en condición Parkinsoniana es diferente de los controles, silente y activo (P=0.001, 

control; P=0.02 en control con NMDA; prueba Kolmogorov-Smirnov; Figura 7D, 

izquierda). El histograma de actividad de las neuronas tdT(-) de la condición  

parkinsoniana muestra como la mayoría de  población neuronal sigue estando en 

intervalos de actividad menores a 0.05, aunque si aparecen algunas neuronas en 

intervalos mayores que pueden ser las otras neuronas de disparo tónico del estriado 

(Figura 7, derecha). Cuando se compararon las distribuciones de probabilidad de 

las tdT(-) parkinsonianas con las condiciones control usando  la prueba Kolmogorov-

Smirnov, resultó significativamente diferente del control silente (P=0.005) pero no 

del control activado por NMDA (p=0.09) aunque las distribuciones entre el control 

silente y el control activo si fue diferente  del control en ambas muestras de neuronas 

(P=0.03; Figura 7D).   
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Figura 7. Probabilidad de actividad total en las tres condiciones experimentales. (A) Histograma de 

la actividad espontanea control. (B) Histograma de la actividad espontanea en el modelo 

parkinsoniano. (C) Histograma de la actividad inducida con NMDA. (D) La gráfica muestra la 

comparación de la probabilidad acumulada de la actividad de toda población neuronal de las 

muestrasd control (azul), modelo parkinsoniano (verde) y control con NMDA (rojo) (*P<0.05, 

**P<0.005). Estas curvas muestra la distribución acumulada de actividad mostrada en cada 

histograma individual.  

 

Figura 8. Comparación de las poblaciones ChAT (+) y tdT (-) en las tres condiciones experimentales.  

(A)Curvas de probabilidad acumulada de actividad de las neuronas ChAT(+) y tdT (-) en condición 

control (P<0.05) (B) Curvas de probabilidad acumulada de la actividad de las neuronas ChAT(+) y 

tdT (-) en el modelo parkinsoniano (**P<0.005).(C) Curvas de probabilidad acumulada de la actividad 

de las neuronas ChAT(+) y tdT (-) en presencia de NMDA(*P<0.05).  

Si las distribuciones de actividad  de las ChAT(+) son  diferentes en las tres 

condiciones, ahora queremos saber si el aumento de la actividad de las 

interneuronas colinérgicas es diferente de las otras poblaciones neuronales del 

estriado. Para eso comparamos la distribución de actividad  la población de células 

ChAT(+) con la de tdT(-) por condición. Sólo en la condición parkinsoniana la 

actividad de las neuronas ChAT(+) son significativamente diferentes de la actividad 
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de las tdT (-) (p= 0.006, parkinsoniano; p= 0.82, control; p=0.06, NMDA; Prueba de  

Kolmogorov-Smirnov; Figura 8). Este resultado muestra que al quitar la dopamina 

del microcircuito estriatal, la actividad de las interneuronas colinergicas está más 

incrementada que las otras poblaciones neurales del estriado. Sugiriendo que las 

ChAT(+) pueden estar dominando la actividad del estriada y posiblemente recluten 

otras poblaciones de nueronas. Para probar esa idea, se deben realizar otros 

registros donde se activen selectivamente ChAT(+) por medio del canal de 

rodopsina, y así probar causalidad en la activación de las diferentes poblaciones del 

estriado.  

Datos experimentales previos describen que las neuronas de disparo tónico (TANs) 

son las interneuronas colinérgicas y las interneuronas GABAérgicas LTS (NPY-

SOM). Ambas TANs podrían  presentar actividad oscilatoria, rítmica y sincrónica en 

modelos Parkinsonianos de primates no humanos, dando sincronización 

exacerbada (patológica) en los ganglios basales (Raz et al. 1996, Bergman, 2001; 

2016). Aquí mostramos que las interneuronas colinérgicas muestran hiperactividad 

en el microcircuito privado de dopamina. Pero nos preguntamos si dicha actividad 

es periódica. Para lo cual cuantificamos los intervalos entre los transitorios de calcio, 

es decir el número de cuadros que ocurren entre transitorio y transitorio de la misma 

célula, esto para todas las ChAT(+) en las tres condiciones experimentales. En la 

Figura 9A se graficó el número de eventos intertransitorios por segundo,  se observa 

que en la condición control la distribución de los eventos intertransitorio es plana, 

es decir, la ocurrencia de los eventos  se reparte a lo largo de los minutos, no 

muestra un tiempo preferente, por lo tanto en la condición control las neuronas 

ChAT(+) no tienen periodo definido. La distribución de los intervalos intertransitorio 

de las interneuronas colinérgicas  a las que se les aplicó NMDA, si muestran varios 

picos de ocurrencia de los eventos intertransitorios, es decir, hay neuronas que si 

tienen periodos pero ninguno es dominante, la población de interneuronas ChAT (+) 

no tiene un patrón temporal preferente aunque si aumenta su actividad  ante una 

entrada excitatoria. Sin embargo, la distribución de los intervalos intertransitorios de 

estas interneuronas en la rebanada privada de dopamina muestra claramente un 

pico alrededor de los 8 s, es decir, en esta condición patológica hay un 
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comportamiento periódico de la actividad de las interneuronas colinérgicas (Figura 

9A). La distribución de probabilidad de los  intertransitorios de las ChAT(+) en la 

condición parkinsoniana es significativamente diferente a  ambos controles, silente 

y activo. Las distribuciones del control silente no fueron diferente del control activado 

por NMDA (p= 0.001; p= 0.2; Prueba de Kolmogorov-Smirnov) (Figura 9B).  

 

 

Figura 9. La actividad de las interneuronas colinérgicas presenta periodicidad. (A) Gráfica que 

representa la distribución de los eventos entre los transitorios de calcio. La actividad de las neuronas 

ChAT positivas en control, y en control + NMDA vs. el modelo 6-OHDA (azul, rojo y verde 

respectivamente) mostrando cuantos eventos intertransitorios se tienen respecto al tiempo de 

registro (segundos). (B) Curvas de probabilidad acumulada de eventos intertransitorios de las 

neuronas ChAT(+) en condición control espontanea, inducida con NMDA y el modelo parkinsoniano 

(**P<0.001; Control espontaneo vs. Parkinsoniano y control+NMDA vs. Pakinsoniano) 

Además para cuantificar la presencia de oscilaciones en neuronas ChAT (+), se 

realizó el autocorrelograma de cada neurona registrada en condición control 

espontánea y en el modelo parkinsoniano (Figura 10). Para esto se toma la actividad 

de cada neurona a lo largo de todo el tiempo, se desfasa en una unidad y se 

multiplica por el valor original, de tal manera que si hay coincidencia en actividad 

hay un 1 y si no la hay, un 0, se suman todos  los valores para obtener el valor de 
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autocorrelación. Se repite esta operación desfasando hasta 200 cuadros en ambos 

sentidos y se grafica el valor obtenido de la suma que es el autocorrelograma, si 

hay mucha actividad coincidente indica actividad periódica (Figura10B). En la 

condición control hay un 80% de las interneuronas colinérgicas cuya actividad no 

muestra periodo y 20% son periódicas (Figura 10C). En el modelo de de la 

enfermedad de Parkinson disminuyó el porcentaje de neuronas sin periodo a  69%, 

aumentando significativamente  el porcentaje de interneuronas ChAT(+) periódicas 

a 31% (p=0.005; prueba exacta de Fisher). Esto demuestra que la hiperactividad de 

las neuronas ChAT(+) se convierte en periódica en el microcircuito estriatal es 

parkinsoniano.  
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Figura 10. Autocorrelograma de una neurona ChAT positiva. Esta gráfica muestra la función de 

autocorrelación para revelar la periodicidad de una neurona colinérgica al empalmar su actividad 

durante varias ventanas de tiempo. Cada pico nos permite observar la correlación en la actividad de 

la neurona. (A) Autocorrelograma de neurona ChAT positiva con actividad no periódica. (B) 

Autocorrelograma de una neurona ChAT positiva con actividad periódica. (C) Diagrama tipo pastel 

donde se representa el porcentaje de neuronas ChAT positivas en control cuyo autocorrelograma 

mostró periodicidad (20% en azul) y el porcentaje de neuronas que no mostraron periodo en su 

actividad (80% en verde). (D) Diagrama tipo pastel donde se representa el porcentaje de neuronas 

ChAT positivas en el modelo parkinsoniano cuyo autocorrelograma mostró periodicidad (31% en 

azul) y el porcentaje de neuronas que no mostraron periodo en su actividad (69% en verde). 

Una vez probado que la actividad periódica de las interneuronas  ChAT aumenta 

cuando hay privación de DA nos preguntamos si la sincronía entre estas 

interneuronas también aumenta. Para contestar esta pregunta construimos 

histogramas de coactividad de las ChAt (+) (ver Métodos),  en las tres condiciones, 

control silente, control activado con NMDA y parkinsoniano (Figura 11). Como se 

muestra en la figura 11B, el ráster parkinsoniano tiene más células coactivas en una 

ventana de tiempo, mostrando picos de coactividad. Por lo tanto para comparar las 

tres condiciones  obtuvimos la distribución de probabilidad de los picos coactivos 

(Figura 12). De esta manera se sabe la probabilidad de que se sincronicen 1, 2 o 3 

células en una ventana de tiempo, la ventana de tiempo utilizada fue de una imágen. 

Estas distribuciones de probabilidad evidencian el aumento de sincronía en el 

microcircuito parkinsoniano porque en la condición control silente  (Figura 12A) el 

número máximo de células sincronizadas por cuadro es de 3 y para el control 

activado con NMDA es de 4 (Figura 12B). Sin embargo, en el estriado privado de la 

sincronía llega a ser de 7 interneuronas colinérgicas (Figura12C, 6-OHDA). Se 

aprecia claramente que la probabilidad de coactividad del microcircuito 

parkinsoniano es mayor comenzando con 3 interneuronas coactivas. Las tres 

distribuciones de probabilidad de picos coactivos fueron significativamente 

diferentes  (p<0.001; gl=6; Chi cuadrada de bondad de ajuste). No obstante, esta 

cuantificación de la distribución de probabilidad de los picos coactivos incluye 

coincidencias temporales de  neuronas que podrían deberse al azar, así que para 

eliminar esta posibilidad, tomamos sólo los picos de coactividad significativos según 
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la prueba de Montecarlo (ver métodos).  La prueba de Montecarlo se hizo para cada 

ráster de ChAT(+) en cada condición, para quedarnos sólo con los picos 

significativos por minuto.  En la figura 12D se muestran las medias ± error estándar 

del control silente, parkinsoniano y control activo, que son significativamente 

diferentes (p=0.01; ANOVA, post-hoc Tukey). Por lo tanto concluímos que las 

interneuronas colinérgicas sí tienen mayor sincronía en un circuito estriatal 

parkinsoniano.  
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Figura 11.  La actividad neuronal de las ChAT (+) en las tres condiciones experimentales. (A) Gráfica 

tipo ráster que representa la actividad espontánea control de 17 neuronas ChAT (+) registradas 

simultáneamente. (B) Gráfica tipo ráster que representa la actividad espontánea en el modelo 

parkinsoniano de 15 neuronas ChAT (+)  registradas simultáneamente. (C) Gráfica tipo ráster que 

representa la actividad control inducida con NMDA de 15 neuronas ChAT (+)  registradas 

simultáneamente. En la parte inferior de cada ráster se encuentra un histograma que representa las 

neuronas coactivas en cada cuadro de registro. El umbral de significancia (p<0.01 Control; p<0.05 

NMDA y Parkinsoniano) está representado con línea punteada según la prueba de Montecarlo. 

Nótese que NMDA sólo tiene un pico que rebasa mientras que en el privado de DA  hay 7. 

 

 



 
 

44 
 

Figura 12.  Las neuronas ChAT (+) muestran mayor coactividad en el modelo Parkinsoniano en 

comparación con el microcircuito control y el activado con NMDA  (A) Histograma que representa la 

distribución de probabilidad de coactividad de las neuronas ChAT (+) en el microcircuito control. (B) 

Histograma que representa la distribución de probabilidad de coactividad de las neuronas ChAT (+) 

en el microcircuito activado con NMDA. (C) Histograma que representa la distribución de probabilidad 

de coactividad de las neuronas ChAT (+) en el microcircuito parkinsoniano. (D) Diagrama de barras 

de las medias ± error estándar de los picos de coactividad por minuto de las tres condiciones 

experimentales. (*P=0.01). 

 

7.0 DISCUSION 

La actividad oscilatoria y periódica es abundante en el sistema nervioso (Gray, 

1994). Las oscilaciones neuronales se exacerban en condiciones patológicas, como 

en la Enfermedad de Parkinson y es postulada como la causa del temblor en reposo 

y debido a las proyecciones de los núcleos de salida con el tallo cerebral (PPN), de 

la rigidez (Helmich et al., 2012). Sin embargo definir el sustrato neuronal que genera  

el temblor postural y de reposo en esta enfermedad es un problema conceptual. 

Muchos investigadores se han enfocado en la manipulación del fenómeno del 

temblor, obteniendo la habilidad de atenuarlo o modularlo por estimulación en 

ciertas estructuras del cerebro donde la actividad neuronal correlaciona con el 

temblor. Esta correlación ha sido encontrada en el circuito cerebelo-tálamo-cortical 

(Kondylis et al., 2016) y en el circuito STN-GPe (Plenz, Herrera-Marschitz and Kitai, 

1998; Bevan, 2002). No necesariamente los únicos generadores del temblor, porque 

la correlación no implica causalidad. Particularmente, en el estriado no se había 

encontrado actividad neuronal correlacionada con el temblor a la frecuencia 

encontrada en los modelos animales parkinsonianos, esto es, porque las neuronas 

de proyección del estriado no muestran tal actividad periódica. Pero cuando se 

registraron neuronas de disparo tónico (TANs) se hizo evidente la actividad 

periódica que correlaciona con el temblor (Bergman, et al., 2016). Las TANs del 

estriado incluyen a dos tipos de interneuronas, una GABAérgica de tipo LTS y la 

otra es la interneurona colinérgica  (Inokawa et al., 2010; Schulz et al., 2011; Sharott 
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et al., 2012). En esta tesis investigamos la participación si las interneuronas 

colinérgicas en el microcircuito estriatal en el modelo murino de la Enfermedad de 

Parkinson eran parfte de las TANs que que participan en las oscilaciones que 

originan el temblor. Para lo cual se utilizó imagenología de calcio usando GCamp6f–

Syn en ratones transgénicos ChAT-Cre, lo que  permitió seguir indirectamente la 

actividad eléctrica de las neuronas del estriado e identificar cuál de estas señales 

pertenece a las interneuronas colinérgicas (Figura 2). Los transitorios de de calcio 

ocurren cada vez que hay disparos de potenciales de acción (Figura 1). Además, 

en este  diseño experimental se demostró la hiperactividad que aparece cuando el 

microcircuito estriatal se le priva de dopamina (i.e.: se vuelve parkinsoniano; Figura 

3). Lo cual coincide con lo reportado usando  otros fluoróforos  como FLUO 4AM 

(Jaidar et al., 2008; Plata et al., 2007,) y Calcium Orange (Aparicio-Juárez et al., 

2017).  Pero en esos trabajos no se identificaron poblaciones neuronales porque se 

hicieron en roedores silvestres. 

Es cierto que la cantidad reportada de interneuronas  en el estriado es del 5-10% y 

que de ese porcentaje sólo del 1-3% son interneuronas colinérgicas (Kawaguchi, 

1991).  Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales el número de 

neuronas colinérgicas  activas respecto de las no colinérgicas llega a ser hasta del 

35% en las tres condiciones que probamos: control silente, control activado por 

NMDA y privado de dopamina (Figura 4A).  Esto es porque no todas las neuronas 

estriatales participan en un ensamble neuronal al mismo tiempo (Klaus et al, 2017) 

sino que existe una alternancia y recurrencia de los ensambles (Carrillo-Reid et al., 

2008; Pérez-Ortega et al., 2016) además de que aún se sigue investigando  el tipo 

y la proporción de neuronas que participan en la dinámica de los mismos. Para 

incluir a todas las neuronas que pueden en un momento dado participar en el circuito 

pues expresan GCamp6f, al final del experimento despolarizamos la preparación 

con KCl. Así se evidenció a todas las neuronas potencialmente activas en el 

microcircuito estriatal. Al tomarlas en cuenta el porcentaje de neuronas ChAT(+) 

disminuyó hasta un 7 % (Figura 4B). Este porcentaje encontrado aún es mayor al 

reportado con inmunocitoquímica. Porque nuestra  señal depende de la efectividad 

de transfección, que para el GCamp6f es de 84% +/- 6% (Tsai-Wen et al., 2014) y 
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la mayor parte de las neuronas de proyección son silentes durante largos periodos 

de tiempo. Lo anterior demuestra que las interneuronas colinérgicas tienen una 

participación relevante en la fisiología neuronal  aunque anatómicamente 

constituyan una pequeña población. ¿Cómo es posible que un porcentaje tan 

pequeño de neuronas provoque hipercolinergia durante el Parkinsonismo? La 

importancia fisiológica de las interneuronas colinérgicas del estriado ya había sido 

evidenciada  con la estimulación optogenética  selectiva de las neuronas ChAT (+). 

Esta estimulación amplificó las oscilaciones beta y gama, en el estriado y se 

detectaron hasta en las cortezas sensoriomotoras. Es decir, la actividad de éstas 

interneuronas puede influenciar al circuito tálamo-cortical (Kondabulu, et al., 2016).  

El porcentaje de neuronas ChAT(+) no  es diferente en las tres condiciones,  

entonces la hiperactividad espontanea del microcircuito privado de dopamina podría 

deberse a un aumento en la actividad de las interneuronas colinérgicas (Figura 5 y 

6), lo que explicaría la hipercolinergia en la EP  (Barbeau, 1962). Al construir la 

distribución de probabilidad de actividad de la población neuronal en ésta condición,  

las interneuronas ChAT(+) son las  que exhiben una cola mayor en la distribución. 

En ésta misma condición patológica la distribución de probabilidades de las 

neuronas tTd(-) también muestra  algunas neuronas que exhiben una cola larga en 

distribución (Figura 7 y 8). Podrían ser interneuronas colinérgicas que no logran 

marcarse con tdT, porque la expresión de ésta proteína es también dependiente de 

la efectividad de la transfección 80% +/- 10% (Besser S. et al., 2015), pero podrían 

ser las otras neuronas de disparo tónico: LTS  que expresan somatostatina-NPY, 

porque en  el mismo modelo parkinsoniano, las corrientes postsináptica inhibidoras 

de las espinosas de proyección están aumentadas en presencia de somatostatina 

(Lopez-Huerta et al., 2008) demás de que está probada una regulación mutua en 

los disparos de las ChAT+ y las LTS-SOM/NPY (Elghaba, et al., 2016).  

Las ChAT(+) tienen tres patrones de disparo: irregular, rítmico de un sólo potencial 

de acción tipo marcapaso y rítmico en ráfagas (irregular = 0.5s/potencial; ráfaga= 

0.31s/potencial) (Bennet and Wilson, 1999). La imagenología de calcio con 

GCamp6f puede resolver desde un potencial de acción, gracias a la cinética de 
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quelacion de calcio de ésta proteína que tiene una τ de subida de 0.04s, y una τ 1/2 

de bajada de 0.1s) (Tsai-Wen et al., 2014). Por lo tanto, nuestra estrategia 

experimental nos permite seguir los diferentes tipos de disparo de las interneuronas 

colinérgicas.  Esto puede observarse en el histograma de intervalos entre los 

transitorios de calcio (Figura 9). La ocurrencia de estos intervalos en los controles  

silente y activo con NMDA se distribuye en diferentes tiempos. Durante la privación 

de dopamina hay distribución de intervalos en diferentes tiempos pero se distingue 

además un pico máximo de ocurrencia de los mismos a los 8 s que no se encuentra 

en el histograma de intervalos de las tTd (-) (datos no mostrados). Por consiguiente, 

la actividad regular de las interneuronas colinérgicas está aumentando y  

probablemente se deba a disparos en ráfagas. Para confirmarlo será necesario 

hacer registros electrofisiológicos simultáneos a los de calcio. Los autorrelogramas 

de las interneuronas colinérgicas en privación de dopamina (Figura 10), confirman 

que hay un aumento de la periodicidad, 11% más que  el control (Youdim et al., 

1997). Es posible que en un modelo crónico de la enfermedad la periodicidad de 

éstas interneuronas aumente ya que el temblor en los pacientes de la enfermedad 

de Parkinson empeora conforme avanza la enfermedad (Lang et al., 2002; 

Suchowersky et al., 2006). Con este resultado estamos comprobando que son las 

interneuronas colinérgicas las que tienen actividad periódica. Ya se sabía por 

registros extracelulares del disparo espontaneo que las TANs en primates tratados 

con MPTP exhiben tazas de disparo oscilatorio en el rango de 10-20Hz (Raz et al., 

1996; Goldberg et al., 2004). Por lo que concluímos que las interneuronas ChAT (+) 

están contribuyendo a las oscilaciones en las que se enganchan los ganglios 

basales en la Enfermedad de Parkinson (Kondabolu et al., 2016). En otros núcleos 

de los ganglios basales  como el subtálamo y la SNr, éstas oscilaciones ha sido muy 

evidentes pero no lo había sido para el estriado porque las neuronas espinosas de 

proyección no muestran actividad periódica en los modelos parkinsonianos 

(Daffanis, et al., 2016) 

Por último, una pregunta recurrente sobre la actividad de las interneuronas 

colinérgicas es si las oscilaciones que presentan exhiben sincronía. Los potenciales 

de acción de algunas TANs, presumiblemente colinérgicas,  muestran coherencia 
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variable con la actividad del potencial de campo de la corteza visual cuando se 

estimula visualmente (Schultz et al., 2011). En la condición de privación de 

dopamina inducida por MPTP, las TANs llegan a estar significativamente más 

sincronizadas con las oscilaciones presentes en la corteza y los demás ganglios 

basales (Goldberg et al., 2004). Nuestros resultados confirman que las 

interneuronas colinérgicas en el estriado están más sincronizadas entre sí cuando 

hay privación de dopamina (Figura 11 y 12).  La causa de ésta sincronización se 

desconoce pero se sugiere que puede provenir de las entradas corticales, talámicas, 

o por la ausencia de modulación que la dopamina ejerce sobre ellas (Goldberg and 

Reynolds 2011).  Resultados preliminares del laboratorio muestran que un agonista 

dopaminérgico de la clase  D2, el quinelorane, disminuye la actividad de las ChATs 

(+) y por consiguiente la sincronicidad. Está bien descrito que cuando se quita la 

dopamina del estriado, la pausa y rebote que normalmente ocurre en las TANs  ante 

un estímulo talámico o cortical, está abolida hasta en un 80%, y ésta pausa-rebote 

regresa con una terapia de reemplazamiento de dopamina con apomorfina, un 

agonista dopaminérgico no selectivo (Aosaki et al., 1994a). Existe entonces una fina 

regulación dopaminérgica sobre la interneurona colinérgica, que necesita ser 

restaurada antes de recibir una entrada excitatoria. Esto podría explicar porque al 

dar un estímulo cortical en un microcircuito estriatal sin dopamina, el ensamble 

hiperactivo de neuronas nunca es abolido, y es solo hasta que se aplica L-DOPA 

cuando el microcircuito estriatal se habilita para recibir un estímulo  excitatorio 

proveniente de corteza (Aparicio-Juárez et al., 2017). Este trabajo muestra como al 

perder la inhibición dopaminérgica del disparo de las ChATs (+), la actividad de 

éstas interneuronas aumenta  significativamente. La hiperactividad es más periódica 

que cuando hay tono dopaminérgico,  porque parece estar cambiando el disparo de 

tónico a regular con ráfagas, que es lo siguiente por investigar realizando registros 

de potenciales de acción.  También ésta hiperactividad colinérgica es sincronizada, 

lo que contribuye  a  la hiperactividad espontanea  que aparece en el microcircuito 

estriatal parkinsoniano.  Aunque si es necesario ver las otras neuronas del estriado 

en esta condición patólógica  y de forma más importante, saber sobre cómo 

interaccionan, pero este tema espera está fuera del alcance de ésta investigación.  
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8.0 CONCLUSIONES 

La imagenología de calcio con GCamp6f  puede seguir la actividad tónica de 

decenas de interneuronas colinérgicas en condiciones normales y patológicas, para 

llegar a la siguiente conclusión: 

Las interneuronas colinérgicas tienen una mayor de participación  en la función del 

microcircuito estriatal que su representación anatómica. Al suprimir la dopamina en 

el modelo 6-OHDA de parkinsonismo en el roedor,  aparece hiperactividad en las 

interneuronas colinérgicas con actividad periódica y sincrónica aumentadas con 

respecto al control silente y al control activado por NMDA. 
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10.0 ANEXOS. 
 
 

 
 
FigS.1 Genotipificación de ratones ChAT-Cre. Se realizó la extracción de DNA de la cola de cada raton utilizando 
el kit REDEXTRACT para la posterior amplificación con PCR y determinación de la presencia del gen de la Cre-
Recombinasa. (Izq. A Der) Marcador de peso molecular DNA Ladder. Escalera de 100 pb (Rango 100 – 3000 
pares de bases) 
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