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RESUMEN

Estudios bioquimicos, anatémicos y genéticos han revelado que los ganglios
basales de los vertebrados tetrapodos tienen patrones comunes de organizacion,
sugiriendo esto, que se han conservado fuertemente a lo largo de la evolucién. Uno de los
nucleos de los ganglios basales (GB) mejor estudiados del sistema nervioso de los
mamiferos es el cuerpo estriado, principal nucleo de entrada de informacioén a los GB e
involucrado en el control motor de los vertebrados. La inervacion dopaminérgica de los
componentes ventrales y dorsales del estriado es una de las caracteristicas mas
conservadas de los GB de los tetrapodos, cualquier cambio en la entrada dopaminérgica
modifica el comportamiento motor en todos los tetrapodos. El establecimiento de las
diferencias y las similitudes de la modulacidon dopaminérgica asi como de las propiedades
electrofisiolégicas de las principales neuronas del estriado (neuronas espinosas
medianas, NEM’s), entre mamiferos y reptiles permitiria comprender, entre otras cosas, la
forma en que las funciones motoras estriatales pudieran haber evolucionado, es por ello
que el objetivo del presente trabajo fue caracterizar electrofisiologica y anatomicamente a
las NEM’'s del Paleostriatum augmentatum de la tortuga, asi como estudiar el efecto
modulador de la dopamina sobre la excitabilidad y la meseta de calcio a través de la
activacion de los receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2, sobre estas neuronas. Para
ello se obtuvieron registros intracelulares en la modalidad de fijacion de corriente en
rebanadas de 350 — 400 um del Neoestriado de mamifero (rata cepa Wistar Kyoto) y de
reptil (tortugas, Kinosternum irtipes), con microelectrodos de 70 — 130 MQ de resistencia,
(acetato de potasio (3 M) y biocitina (1 — 2 %) como conductor). Las neuronas se
identificaron morfolégicamente con la técnica biocitina-avidina-biotina (ABC) conjugado
con peroxidasa de rabano. Los protocolos electrofisiolégicos que se realizaron fueron de
curvas intensidad — voltaje, intensidad — frecuencia y pulso corto. Los agonistas
dopaminérgicos utilizados fueron para el D1 6 CIPB 2 uM y para el D2 Quinelorane 10
uM, los cuales fueron afiadidos al medio de perfusién por separado. Los parametros
electrofisiolégicos de las NEM’s del Paleostriatum augmentatum de reptiles y del
neoestriado de mamiferos fueron muy similares; las NEM’s de tortuga, presentaron un
potencial de membrana de —63.13 + 2.07 mV, un umbral de disparo de —32.54 + 1.55, asi
como una fuerte rectificacion a potenciales hiperpolarizantes (-80 mV), y un retardo del
primer potencial de accion después de haber iniciado la despolarizacion de 336.53 +
30.18 ms. Con respecto a la morfologia, el soma de las NEM’s de tortuga fue ligeramente
menor que las el de las NEM’s de rata. (12.8 + 1.49 vs 17.6 + 0.68), el arbol dendritico
tuvo una extensidon mayor (406.67 + 58.93 vs 364 + 12.42) presentando una menor
densidad de espinas. El receptor dopaminérgico D1 aumenté la frecuencia de disparo de
la en la NEM’s de tortuga un 23.81 + 3.69 % (n=4, p<0.05, t de Student), mientras que la
activacion del receptor D2 la disminuy6 en un 29.94 + 4.41 % (n=6, p<0.05, t de Student).
Esta modulacion muy probablemente involucra las conductancias de calcio tipo L, al igual
que en mamiferos, pues el agonista D1 aumenté la meseta de calcio de la NEM con
respecto al control, contrario al efecto provocado por el agonista D2, ya que éste ultimo la
disminuyd. Los resultados electrofisiolégicos arrojados por este trabajo nos permiten
soportar la idea de que la inervacién dopaminérgica modula las funciones motoras por
activacion de los receptores D1 y D2 de la misma forma en todos los amniotas y que los
ganglios basales de dichos organismos no sélo han conservado fuertemente la integridad
del circuito sinaptico, sino también los diferentes aspectos funcionales de los mismos.



INTRODUCCION

Hace unos 200 millones de afios un grupo de los primeros anfibios,
posiblemente los antracosaurios, dieron origen a los primeros reptiles. El origen de
los reptiles marco la emergencia de los vertebrados terrestres, un evento hecho
posible gracias a la evolucidon del huevo aminiético, el cual eliminé la etapa larval
acuatica. Casi inmediatamente después de su origen, los reptiles se dividieron en
dos principales grupos: a) los sauropsidos, de los cuales surgen los principales
grupos de reptiles y las aves; y b) los terapsidos, de los cuales surgieron una serie
de organismos intermediarios, ahora extintos, de los modernos mamiferos

(Northcutt, 1981).

La transicion del medio ambiente acuatico al medio ambiente terrestre
implicé grandes cambios en la organizacién estructural y funcional de los
organismos, particularmente del sistema nervioso (Northcutt, 1981). De esta
manera, los reptiles ocupan un lugar crucial en la evolucidon de los tetrapodos,
pues las estructuras nerviosas del cerebro de los mamiferos actuales se originaron
a partir de ancestros reptiles. Los estudios a nivel del sistema nervioso desde un
punto de vista filogenético son de gran importancia, ya que nos permiten ver la
manera en que las estructuras nerviosas, tanto en funcién como en organizacion,

pudieron haber evolucionado.

Un lugar muy importante dentro de los estudios a nivel del sistema nervioso

central de los tetrapodos lo ocupan un conjunto de nucleos conocidos como



ganglios basales. Los ganglios basales (GB) son estructuras subcorticales
altamente interconectadas entre si que juegan un papel muy importante en las
funciones motoras, particularmente en la iniciacién, planeacion y ejecucion de los
movimientos (Albin et al, 1989), también se ha aceptado que estan relacionadas
con funciones no motoras como conductas incentivas y de motivacion (Redgrave

et al, 1999).

El origen de los GB se remonta a peces agnatos, sin embargo, durante la
transicion evolutiva de anfibios a reptiles ocurre un gran cambio estructural en
estos nucleos, que podria explicarse por los cambios conductuales y adaptativos
que debieron ocurrir al dejar un medio ambiente acuatico y colonizar el medio
ambiente terrestre, con las consecuentes adaptaciones de los tetrapodos

terrestres a la locomocion (Northcutt, 1981; Striedter, 1997; Pough et al, 1999).

Uno de los nucleos de los ganglios basales mejor estudiados del sistema
nervioso de los mamiferos es el cuerpo estriado, se trata del principal nucleo de
entrada de informacion a los GB, que recibe aferencias glutamatérgicas de la
corteza y del tdlamo y dopaminérgicas de las neuronas del complejo area
tegmental ventral (VTA)-Susbtancia nigra pars compacta (SNc); (Smeets et al,
1999). La mayor parte de las neuronas del estriado son neuronas de proyeccion,
es decir, sus axones salen de este nucleo y establecen sinapsis fuera de él, estas
células reciben el nombre de neuronas espinosas medianas (NEM's) y su

neurotransmisor principal es el acido y-aminobutirico, GABA (Wilson, 1998).



La inervacion dopaminérgica de los componentes ventrales y dorsales del
estriado es una de las caracteristicas mas conservadas de los GB de los
tetrapodos, sin embargo la diferencia esencial entre amniotas (aves, reptiles y
mamiferos) y anamniotas (peces y anfibios) es la localizacion y desarrollo del
grupo de células dopaminérgicas. La entrada dopaminérgica al estriado parece
desempenar un papel similar en todos los tetrapodos, cualquier cambio en la
entrada dopaminérgica modifica el comportamiento motor en todos los tetrapodos,
lo que sugiere que la dopamina tiene un efecto fundamental sobre la funcién
estriatal. Sin embargo no parece quedar claro en que momento de la evolucién o
de que manera surge la interaccion entre este sistema dopaminérgico y otros
circuitos neuronales de gran importancia para el control motor, como el colinérgico

(Smeets et al, 1999).

El papel modulador de la dopamina esta determinado por su familia de
receptores y su funcién en los ganglios basales es de suma importancia, ya que
las alteraciones en su papel regulador resultan en diferentes desoérdenes
psicomotores. Es por este hecho, que el estudio de la actividad fisioldgica ejercida
por los diferentes receptores existentes para esta catecolamina, constituye el tema
de trabajo de un gran numero de laboratorios en el mundo (Pérez-Garci, 2003;

Galarraga et al, 1994).

El estudio comparativo de los ganglios basales es de gran importancia ya

que ha revelado varias caracteristicas que pueden ser de gran interés para



comprender mejor el funcionamiento o disfuncion de estas estructuras, sin
embargo todos estos estudios son altamente especulativos cuando sélo integran
datos anatomicos (Reiner et al, 1998). En ese sentido, aunque se conoce que
conexiones neuronales como las dopaminérgicas, de gran importancia en este
nucleo e involucradas en el control motor, asi como los neurotransmisores vy
neuromoduladores implicados en este circuito estan presentes en amniotas y
anamniotas (Reiner et al, 1998); se ha sugerido que el origen de ésta poblacién de
neuronas es la misma en estos dos grupos de vertebrados (Marin et al, 1998); sin
embargo, se desconoce si este circuito ha cambiado funcionalmente a través de la

evolucion.

Electrofisiolégicamente se ha reportado que el circuito dopaminérgico
estriatal asi como las caracteristicas electrofisiolégicas del principal grupo de
neuronas de este nucleo (neuronas espinosas medianas) estan conservadas tanto
en aves como en mamiferos (Ding y Perkel, 2002). En reptiles, principalmente en
tortugas, existen numerosos reportes que incorporan registros electrofisiolégicos,
realizados en diferentes nucleos del sistema nervioso: corteza cerebral (Shen y
Kriegstein 1986; Blanton et al, 1989,1990 y 1991), cerebelo (Gabbiani et al, 1994),
sistema visual (Vitanova et al, 2001; Bartol et al, 2002 y Louis et al, 2002), nucleo
rojo (Keifer et al, 1992), tallo cerebral (Kiehn et al, 1992), médula espinal
(Delgado-Lezama et al, 1999; Hounsgaard, 2002; McDonagh et al, 1999; Perrier y
Hounsgaard, 1999 a,b; Guertin y Hounsgaard, 1998; Guertin y Hounsgaard, 1999;
Henselmans et al, 1991); sin embargo, no se han reportado registros

electrofisiolégicos de los ganglios basales de reptiles que arrojen informacion



acerca del funcionamiento de este circuito neuronal tan importante para el control
motor, por ello el presente trabajo tiene por objeto mostrar por primera vez la
caracterizacion electrofisiolégica y morfolégica de las neuronas espinosas
medianas de tortuga, asi como mostrar la modulacién funcional del circuito

dopaminérgico sobre estas neuronas.



Organizacion estructural y funcional de los ganglios basales en

amniotas

Los ganglios basales (GB) estan organizados en dos sistemas principales:
A) el sistema dorsal estriatopalidal, que consta del estriado dorsal (nucleos
caudado y putamen en primates) y palido dorsal, el cual se divide a su vez en dos
componentes, globo palido externo (en primates) o simplemente globo palido (en
no primates) y en globo palido interno (en primates) o nucleo entopeduncular (no
primates); y B) el sistema estriatopalidal ventral, esta constituido por el estriado
ventral (nucleo accumbens y parte del tubérculo olfatorio) y el palido ventral
(Medina y Reiner, 1995,1997). La alteracion de estos nucleos puede ocasionar
diferentes desérdenes neurodegenerativos, como las enfermedades de Parkinson
y de Huntington, debido a esta relevancia clinica han sido objeto numerosas

investigaciones en las ultimas décadas (Chesselet y Delfs, 1996).

En mamiferos y sauropsidos (aves y reptiles) los GB poseen una porcidn
dorsal relacionada con las funciones sensoriomotoras, mientras que la porcion
ventral incluye al nucleo acumbens, tubérculo olfatorio y palido ventral,
involucrados en las respuestas emotivas (Marin et al, 1998). En todos los
amniotas, los GB estan localizados en la porcidén central y/o ventral del telencéfalo
debajo de la corteza o palium, y separada de ella por una lamina fibrosa libre de
células (cuerpo calloso en los mamiferos, lamina medular dorsal en las aves);

(Reiner et al, 1998). Estos nucleos reciben su entrada primaria desde la corteza



cerebral y envian su informacion hacia el cerebro medio, y via talamo, regresa a
las cortezas prefrontal, premotora y motora. Asi, las funciones motoras de los GB
son por lo tanto mediadas, en gran parte, por las areas motoras de la corteza

frontal (Fig 1); (Kandel et al, 2000).

Corteza Prefrontal,  Sensoriomotora, | [Corteza Suplementaria, Corteza Premotora

Insular, Amigdala Motoray Cingulada] | Motoray Premotora y Prefrontal
Clu Gl Glu Gh
2 Neoesmado". Glu Tala
Eimmn:l:?h Matriz |« iL VL VA,W
DA > t
GiBA| GABA GHDA GABA

SP y Dyn GPi | G4B4
o GABA GABA

Enk v Nt

Gl
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Figura 1.
Compartamentalizacion de la entrada cortical hacia el nucleo estriado tal como se observa
en los mamiferos actuales. Las células de proyeccion de los estriosomas proyectan hacia la
susbtancia nigra pars compacta (SNc) y reciben aferentes de ella. Las neuronas espinosas
medianas de la matriz proyectan hacia la susbtancia nigra pars reticulata (SNr) y al globo palido
interno (Gpi) y externo (GPe). El Gpi proyecta hacia el talamo ventral lateral, y este a su vez envia
terminales a regiones motoras de la corteza. El Gpe mantiene proyecciones reciprocas con el
nucleo subtalamico (STN), quien a su vez proyecta a la SNr. La SNr proyecta al tdlamo ventral
anterior (VA) y dorsomedial (MD). Estos nucleos proyectan hacia las regiones limbicas de la
corteza. Asimismo en el diagrama se muestran los sistemas neuroquimicos que participan en la
mayoria de estas vias: Acetilcolina (ACh), dopamina (DA), dinorfina (Dyn), encefalinas (Enk),
glutamato (Glu), acido-gama-aminobutirico (GABA), neurotensina (Nt) y susbtancia -P (SP).
(Modificado de Barral, 2001).




La mayor parte de las aferencias que reciben los GB convergen en tres
estructuras, bien caracterizadas en mamiferos: el nucleo caudado-putamen, el
nucleo accumbens y el nucleo subtalamico, a continuacion se describen estas

estructuras:

A) Nucleo caudado-putamen: Estos nucleos comparten la misma organizacion
celular, por lo que comunmente son considerados como uno sélo: el estriado. Al
estriado llegan las aferencias glutamatérgicas provenientes principalmente de la
corteza cerebral, asi como de los nucleos intralaminares del talamo. La entrada de
informacion cortical al estriado permite dividir a éste ultimo en dos regiones, una
sensorio-motora y una asociativa. La primera se localiza principalmente en el
putamen y recibe proyecciones de la corteza motora. Por otro lado, la regién
asociativa, principalmente localizada en el caudado, recibe proyecciones de las

cortezas frontales, parietales, temporales y occipitales (Flaherty y Graybiel, 1991).

B) Nucleo acumbens: Este nucleo comparte con el estriado la misma
citoarquitectura; sin embargo, las vias glutamatérgicas que llegan a él provienen
principalmente del hipocampo y de la corteza limbica; mientras que su entrada
dopaminérgica proviene del area ventral tegmental (AVT). Los nucleos caudado,
putamen y acumbens, considerados conjuntamente constituyen el neoestriado

(Wilson, 1998).

C) Nucleo subtalamico: Esta estructura es comunmente considerada como el

nucleo de relevo de la salida de informacién neoestriatal, sin embargo también se



ha demostrado anatémicamente vy fisiolégicamente su conectividad con la corteza
(en especial con las regiones motoras del I6bulo frontal) y el talamo (Magill et al,

2000).



Evolucién de los Ganglios Basales

Los ganglios basales parecen tener una mayor elaboracion durante la
transicién evolutiva de anfibios a reptiles, esta elaboracion pudo haber permitido a
los amniotas aprender y ejecutar un mayor repertorio de comportamientos vy
movimientos, habilidades que probablemente fueron un elemento importante para
su exitosa adaptacion al medio terrestre. Las subdivisiones estriatales y palidales
estan claramente presentes en los anamniotas (Fig. 2) y la mayor influencia de los
ganglios basales sobre las funciones motoras de los anamniotas parece ser
ejercida via un circuito de salida hacia el tectum. Por el contrario, en los modernos
amniotas las porciones estriatales y palidales de los ganglios basales (Fig. 2)
contienen la misma poblacién basica de neuronas, y el circuito funcional también
parece ser muy similar en todos los amniotas, siendo su principal influencia sobre
las funciones motoras por un circuito de salida hacia la corteza cerebral y tectum

(Reiner et al, 1998).

Se piensa que la evolucion de los GB en los mamiferos ha seguido una
evolucion divergente al patron observado en las aves y reptiles, en estos ultimos el
estriado se hipertrofia mientras el primordio cortical permanece inalterado (Reiner
et al, 1984). El patron observado en mamiferos muestra que los ganglios basales
permanecen relativamente sin cambios, sélo que el primordio cortical sufre una
gran hipertrofia formando la tipica neocorteza que rodea a los ganglios basales
(Reiner et al, 1998). De esta manera, el telencéfalo de los sauropsidos (aves y

reptiles) estd dominado por los ganglios basales, mientras que el telencéfalo de



los mamiferos estda dominado por la neocorteza (Reiner et al, 1984). En los
mamiferos, el palium que cubre a los GB es la corteza de seis capas, mientras que
en las aves y los reptiles este tejido palial es denominado cresta ventricular dorsal
(DVR). Inicialmente se pensé que la DVR formaba parte de los GB, debido a las
similitudes citoarquitecténicas; sin embargo, sobre la base de estudios
embrioldgicos, anatdomicos, histolégicos y funcionales, se ha establecido que la
DVR es mas similar a la corteza de los mamiferos y es funcionalmente analoga

(Reiner et al, 1984 y Reiner et al, 1983).

Por otro lado, se ha sugerido que la evolucion de los ganglios basales se ha
dado en diversas etapas a lo largo de la evolucion de los vertebrados, ya que en
los primeros vertebrados (presumiblemente los peces agnatos) los hemisferios
cerebrales consistian solamente de componentes olfatorios, asi, en los
vertebrados mas primitivos el precursor del cuerpo estriado recibia estimulos
olfatorios, aferencia que va disminuyendo en importancia en los vertebrados mas
evolucionados y es insignificante en el hombre (Northcutt, 1981; Marin et al, 1998;
Reiner et al, 1998); posteriormente la subdivision palidal de los ganglios basales
aparece durante la evolucién de peces mandibulados, seguida por la aparicion de
una subdivision estriatal en el linaje de los anfibios. En los primeros reptiles (ahora
extintos), se piensa que ocurrieron dos hechos importantes: a) el estriado alcanza
ya proporciones relativas similares a las que se observan en los mamiferos y b)
los precursores de la corteza aparecen en el techo de los hemisferios cerebrales

(Reiner et al, 1984).
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Mamiferos Reptiles

mm Cstriado dorsal mmm Estriado ventral
Palido dorsal =4 Palido ventral

Figura 2. Los ganglios basales estan organizados en sistema estriatopalidal dorsal y
ventral en todos los tetrapodos. Para cada clase de vertebrados se muestran dos cortes
coronales de cerebro representativos (A, rostral; B, caudal), que ilustran la posicion relativa de las
estructuras estriatales y palidales. Escala de la barra: 1mm. Abreviaciones: CPu (caudado-
putamen), Acc (nucleo accumbens), VP (palido ventral), TO (tubérculo olfatorio), GP (globo palido),
Str (estriado), PA (paleostriatum augmentatum), LPO (l6bulo paraolfatorio), PP (paleostriatum
primitivum) y DP (palido dorsal). (Tomada de Marin et al, 1998).

Estudios recientes acerca de las conexiones, quimioarquitectura,
distribucion de marcadores bioquimicos, tales como dopamina, susbtancia P y

encefalinas y expresiéon de genes homeobox de las estructuras palidales y
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estriatales de los ganglios basales han revelado que los vertebrados tetrapodos
tienen patrones comunes de organizacion en sus ganglios basales (Smeets et al,
1999), este tipo de estudios muestran que algunas caracteristicas estan presentes
en todos los amniotas: 1) la presencia de un sistema estriatopalidal dorsal y
ventral, 2) la presencia de 2 tipos de poblaciones de neuronas estriatales de
proyeccion quimicamente diferentes 3) neuronas estriatales intrinsecas 4) una
fuerte entrada dopaminérgica originada del tegmento del cerebro medio, 5)
conexiones corticoestriatales y talamoestriatales, 6) proyecciones estriatales y
palidales hacia el tegmento del cerebro medio; y 7) Proyecciones de los ganglios
basales hacia los centros premotores mesencefalicos e istmicos, estas similitudes
han llevado a la conclusiéon de que esta organizacion probablemente ya estaba
presente en los antepasados de los amniotas (Marin et al, 1998; Smeets et al,
1999 y Reiner et al, 1998), por todo lo anterior se ha sugerido que el desarrollo de
los ganglios basales, como se observa en los organismos actuales, se llevo a cabo
en la transicién evolutiva de anamniotas a amniotas (Marin et al, 1998; Reiner et

al, 1998).

Por otro lado, se ha reportado que los ganglios basales de los amniotas
contienen similares subpoblaciones de neuronas, identificando, a través de
técnicas inmunohistoquimicas, los transmisores presentes en estas células, lo que
sugiere que la evolucién de los ganglios basales esta altamente conservada y que
estas estructuras juegan un papel motor similar en los amniotas. Sin embargo los
ganglios basales de aves y reptiles parecen diferir de los GB de los mamiferos en

que los primeros tienen una mayor influencia sobre las funciones motoras a travées
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de una salida hacia el tectum via pretectum, mientras que en los mamiferos es por
una salida hacia la corteza motora via talamo (Reiner et al, 1984). Aunque las
conexiones y los transmisores neuronales en los GB de los amniotas parecen
estar preservados, las diferencias sustancia les entre las células de estos

organismos radican en el numero y localizacién (Smeets et al, 1999).
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Organizacion funcional y estructural del estriado

Al estriado se le denomina como paleoestriado en los anamniotas,
encontrandose también en los amniotas. Es en los amniotas que el estriado se
diferencia claramente en paleoestriado y neoestriado, formando junto con el
talamo en los no-mamiferos un mecanismo integrador y motor, responsable en
gran parte de la actividad estereotipada de estos animales. Con el desarrollo de la
neocorteza (corteza no olfatoria) las fibras que conectan a ésta con los centros
subcorticales atraviesan al neoestriado y corren junto al lado medial del globo

palido, formando la capsula interna (Marin et al, 1998; Reiner et al, 1998).

Se ha reportado que el cuerpo estriado de las aves no es enteramente
homologo al estriado de los mamiferos, ya que esta estructura aviar incorpora algo
de la neocorteza primitiva de los reptiles, siendo el Paleostriatum augmentatum
(PA) y el lI6bulo paraolfatorio (LPO) equivalentes al estriado de la rata (Farries y
Perkel, 2000; Kroner et al., 2002). Aunque la organizacion telencefalica varia
considerablemente entre los grupos de reptiles, el telencéfalo de todos los reptiles
es caracterizado por un engrosamiento de la pared telencefalica lateral, la cual
sobresale dentro del ventriculo lateral y es generalmente referido como la cresta
ventricular anterio-dorsal (ADVR) de los reptiles. Muchos investigadores han
considerado a la ADVR como la estructura homologa del neoestriado e
hiperestriado ventral de aves. En mamiferos el estriado es considerado como

probable candidato para ser la estructura homologa de la ADVR de reptiles, ya
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que esta estructura (el estriado) es la unica cresta intraventricular prominente

dentro del telencéfalo de mamiferos (Striedter, 1997).

La mayor entrada de informacién hacia los GB llega al neoestriado desde
otras estructuras del cerebro, (Caudado-Putamen, Acumbens). Dentro del nucleo
caudado-putamen las entradas glutamatérgicas desde las areas corticales
sensoriales, motoras y de asociacion convergen con entradas glutamatérgicas
provenientes del nucleo intralaminar talamico, asi como con entradas
dopaminérgicas desde la SNc y entradas serotonérgicas desde el nucleo rafé

dorsal (Wilson, 1988).

La mayor parte de las neuronas del estriado son neuronas de proyeccion,
conocidas con el nombre de neuronas espinosas medianas (NEM'’s). En el primate
y en la rata las NEM’s constituyen el 77 % y el 95% respectivamente de la
poblacion de neuronas estriatales, presentan un soma de10-20 pm de diametro y
poseen un arbol dendritico que ocupa un area aproximada de 300-500 um, el cual

emite varias colaterales que arborizan profusamente (Bennett y Wilson, 2000).

Las NEM'’s poseen potenciales de reposo alrededor de -85 mV, por lo que
para generar potenciales de accién requieren de gran excitacion. El glutamato
actua sobre receptores tipo AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazole-4-
propionato) y NMDA (N-metil-D-aspartato), este ultimo mantiene la despolarizacién
de las NEM’'s a -55 mV aproximadamente y hace mas eficaces las entradas

excitatorias por tiempos mas prolongados. Dentro de las propiedades
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electrofisioldgicas intrinsecas de éstas neuronas se encuentra la presencia de
conductancias rectificadoras de potasio: una corriente rectificadora entrante o
anomala (IKj), la cual se activa a potenciales hiperpolarizados (alrededor de -80
mV) e impide que el potencial de la membrana se haga mas negativo; y una
corriente rectificadora entrante (principalmente IA) activada a partir de -60 mV, que
estaciona el potencial de membrana en valores subumbrales o impide que se haga
mas positivo (Galarraga et al,1994), ésta conductancia, sensible a 4-aminopiridina
(4-AP), produce una rampa y el retraso de la espiga en respuesta a pulsos de
corriente despolarizante (324.6 ms aproximadamente) (Farries y Perkel, 2000;
Venance y Glowinski, 2003; Nisenbaum y Wilson 1995). La activacion de estas
dos conductancias disminuye la resistencia de entrada de la NEM, este efecto se
refleja como una disminucion en la pendiente de la funcion corriente voltaje, en el
rango de voltaje en la que cada una esta activa (Galarraga et al, 1994). Asimismo,
se ha reportado para las NEM’s de mamifero un umbral de disparo entre -45 a -55

mV y una amplitud de la espiga de -60 mV .

En todos los amniotas, la parte estriatal de los ganglios basales es rica en
acetilcolinesterasa (AChE) y colin-acetiltransferasa (CHAT), asi como susbtancia -
P (SP), encefalinas (ENK) y dopamina (Reiner et al, 1998). Sin embargo, las
diferentes estirpes celulares no parecen estar distribuidas uniformemente en el
estriado de todos los amniotas. Al menos en mamiferos, el estriado medial esta
organizado en dos tipos de compartimientos distinguibles neuroquimicamente y
morfologicamente, los parches o estriosomas y la matriz o matriosomas (Graybiel,

1990; Reiner et al, 1998). Sin embargo, esto no ha sido demostrado para los
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sauropsidos, por lo tanto, la compartamentalizacion parece ser una caracteristica
exclusiva de los mamiferos. No obstante, se ha reportado la presencia de AChE,
receptores a opiaceos tipo u (MOR) y calbindina (caracteristicas presentes en las
neuronas del estriosoma de mamiferos) en neuronas de proyeccion de aves y

reptiles (Reiner et al, 1998).

Dentro de esta compartamentalizacion del estriado en los mamiferos el
estriosoma recibe su mayor entrada de la corteza limbica y proyecta
primariamente hacia la SNc y contiene SP, dinorfina y ENK, las NEM’s de este
compartimiento expresan MOR, mientras que las NEM’s de la matriz no (Gerfen,
1992). Las NEM’s de la matriz pueden ser formar dos circuitos sinapticos
diferentes, con propiedades farmacolégicas diferentes: las de la “via directa” y las
de la “via indirecta” (Fig. 3). Las NEM’s de la via directa proyectan hacia la
susbtancia nigra pars reticulata (SNr) y el segmento interno del globo palido,
muestran alta expresion de receptores dopaminérgicos tipo D1 y son ricas en SP y
dinorfina; mientras que las NEM’s de la via indirecta proyectan al segmento
externo del globo palido, muestran alta expresion de receptores dopaminérgicos
D2 y contienen neuroquinina B y ENK (Gerfen, 1992; Nicola et al, 2000). Sin
embargo hay estudios que han revelado la presencia de NEM’s que expresan
tanto receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2, como SP y ENK (Surmeier et al,

1996).
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Figura 3. Conexiones anatémicas del
circuito de los ganglios basales y las
conexion talamo-cortical, indicando
paralelamente la via directa e indirecta
desde el estriado hacia los nucleos de
salida de los ganglios basales. Dos
tipos de receptores (D1 y D2) estan
localizados sobre diferentes grupos de
neuronas de salida del estriado, dando
lugar a la via directa y via indirecta. Las
flechas mas claras indican la via
excitatoria, mientras que la mas obscura
corresponde a la via inhibitoria.
Abreviaciones: Gpe (globo palido
externo), Gp (globo palido interno), SNc
(susbtancia nigra pars compacta), STN
(nucleo subtalamico). (Modificado de
Kandel et al, 2000).
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Ademas de las NEM’s existen dentro del estriado otras estirpes neuronales,
estableciendo sinapsis dentro de este nucleo, estas células son conocidas como
interneuronas. De manera general se han descrito para mamiferos principalmente
tres tipos de interneuronas, aunque también se han identificado en aves (Farries y

Perkel, 2000) y reptiles (Reiner et al, 1998):

A) Interneuronas colinérgicas: Constituyen del 1-2 % del total de células del
estriado de rata, expresan la enzima AChE, su soma mide 50-60 um de diametro y
exhiben grandes arboles dendriticos ligeramente espinosos con un diametro
aproximado de 500 um. Estas interneuronas constituyen una de las mayores

fuentes de acetilcolina del sistema nervioso central (Bennett et al, 2000; Wilson,

1992).

B) Interneuronas que contienen Parvalbumina: Son células no espinosas de tipo
GABAérgico, su soma tiene un diametro aproximado de 10-30 um, asimismo
presentan varicosidades en las zonas mas distales del soma y poseen campos

dendriticos locales y extendidos (Bennett et al, 2000; Wilson, 1992).

C) Interneuronas que contienen somatostatina y 6xido nitrico: Son neuronas de
tipo bipolar y su soma mide entre 10 y 20 um de diametro, sus dendritas son lisas
y rara vez ramifican. Presentan disparo regular con pronunciada adaptacién y

expresan la enzima sintasa de 6xido nitrico (Bennett et al, 2000; Wilson, 1992).
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Es importante mencionar que se ha observado que la proporcion de
interneuronas es mayor en primates y en humanos que en otros mamiferos,
asimismo la proporcion de interneuronas también es menor en organismos

filogenéticamente inferiores a mamiferos (Reiner et al, 1998).
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El Sistema Dopaminérgico

La dopamina (DA) es una catecolamina neuromoduladora predominante en
el cerebro de los mamiferos, ésta controla una variedad de funciones, incluyendo
la actividad locomotora, cognicidén, emocion, reforzamiento positivo y regulacién
endocrina. Esta catecolamina juega papeles multiples como un modulador de la
funcién cardiovascular, liberacién catecolaminérgica, secrecion hormonal, tono

vascular, funcion renal y motilidad gastrointestinal (Missale et al, 1998).

El sistema dopaminérgico ha sido objeto de muchas investigaciones en los
ultimos treinta afios, principalmente por estar involucrado en algunas patologias
como la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, sindrome de Tourette e
Hiperprolactinemia; patologias relacionadas con la inadecuada regulacion de la

transmision dopaminérgica (Chesselet y Delfs, 1996).

El nucleo blanco de la aferencia dopaminérgica dentro de los ganglios
basales es el estriado, recibiendo DA de la SNc y AVT. Los axones de las
neuronas dopaminérgicas entran al estriado formando varicosidades vy
estableciendo contactos sinapticos en el cuello de las espinas de las NEM's y a su
paso sinapsis en passant en practicamente toda la superficie del estriado (Wilson,
1998). La aplicacion de agonistas y antagonistas dopaminérgicos promueven
movimientos estereotipados en los amniotas; los agonistas incrementan la

liberaciéon de SP, e inhiben la liberacion de ENK en las neuronas estriatales;
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mientras que los antagonistas producen bradicinesia o acinesia, decrementando

los niveles de SP e incrementando las ENK (Reiner et al, 1998).

El sistema dopaminérgico de aves, reptiles y mamiferos juega un papel
similar en el control del movimiento. Las sudivisiones estriatales y palidales en los
anamniotas reciben una escasa entrada dopaminérgica tegmental y una muy
pequena entrada cortical. Por el contrario, en los modernos amniotas el estriado

recibe abundante entrada dopaminérgica y cortical tegmental (Reiner et al, 1998).

En los anamniotas estudiados, de forma similar que en los amniotas, la
entrada dopaminérgica proviene de grupos celulares de la susbtancia nigra (A9) y
del area tegmental ventral (A10) que se localizan en el segmento mesencefalico,
asimismo se ha comprobado que el cerebro de todos los vertebrados posee
segmentos equivalentes, y que los grupos celulares dopaminérgicos A9 y A10 de
los amniotas se originan del tegmento mesencefalico como del diencéfalo, asi
como de segmentos istmicos, correspondiendo a los prosomeros 1 a 3. En
mamiferos, el grupo celular A9 proviene de tres diferentes segmentos (p2, p1y
cerebro medio), mientras que las poblaciones celulares de A10 provienen de
distintas porciones de los segmentos p3, p2, p1, asi como del cerebro medio y del
mesencéfalo (Marin et al, 1998). En los anfibios, los complejos celulares A9-A10
de los amniotas estan presentes con pequefas diferencias (Marin et al, 1997) (Fig.
4). Estos datos indican que la inervacion dopaminérgica es un mecanismo de

modulacion de la funcidn estriatal altamente conservado en todos los tetrapodos.
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Figura 4. Localizaciéon y desarrollo de los grupos celulares dopaminérgicos A8-A10
en los tetrapodos. El dibujo muestra una aproximacién segmental comparativa aplicada al estudio
de la distribucion de los grupos celulares dopaminérgicos de los tetrapodos en el area ventral
tegmental (A10), Susbtancia nigra pars compacta (A9) y campo retrorubral (A8). Las uniones de
cada segmento estan representadas por lineas sélidas, mientras que la linea punteada muestra la
unién entre las placas alar y basal. (Modificado de Marin et al, 1998).

Receptores Dopaminérgicos

La primera evidencia de la existencia de los receptores a dopamina en el
sistema nervioso central se obtuvo a partir de estudios de tipo bioquimico y

farmacoldgico, mostrando que la dopamina (DA) era capaz de estimular la
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adenilato ciclasa (AC). Kebabian y Calne (1979) propusieron la existencia de dos
tipos de receptores para la dopamina: uno acoplado positivamente a la enzima
adenilato ciclasa denominado D1 y otro que la inhibe, el D2. Estudios
subsecuentes confirmaron esta clasificacion y los receptores D1 y D2 fueron
claramente diferenciados farmacolégicamente, bioquimicamente, fisiolégicamente

y por su distribucion anatémica (Missale et al, 1998).

Posteriormente, gracias a la introduccién de técnicas como la clonacion de
genes, tres nuevos tipos de receptores dopaminérgicos fueron caracterizados
como isoformas alternas de los receptores D1 y D2, los cuales fueron llamados
D3, D4 y D5/D1b. Basandose en las caracteristicas farmacoldgicas, bioquimicas y
estructurales similares se establecieron los receptores D3 y D4 dentro de la familia
D2 y al receptor D5/D1b como perteneciente a la familia D1 (Civelli et al, 1993,

Strange, 1993, Missale et al, 1998).

Se han descrito dos principales mecanismos relacionados con la
diversificacion molecular de las dos familias de receptores dopaminérgicos (D1 y
D2) son: 1) mecanismos de duplicacion de genes, que dan origen a diferentes
genes hermanos, los cuales codifican subtipos de receptores o pseudogenes; y 2)
especiacion, la cual origina especies homodlogas y polimorfismo genético que
provee variantes de receptores encontradas dentro de las mismas especies.

(Vernier et al, 1995).
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La estructura primaria de los receptores dopaminégicos clonados, revela
que son miembros de una familia de receptores acoplados a proteinas G, con
siete dominios transmembranales (TM). Los miembros de ésta familia muestran
una considerable conservacion en su secuencia de aminoacidos (Probst et al,
1992) y un alto grado de homologia entre sus dominios transmembranales,
reportdndose un 40 % de homologia entre receptores dopaminérgicos humanos
D1y D2 (Dearry et al, 1990, Gingrich y Caron, 1993), sin embargo ambas familias
de receptores difieren notablemente en el numero de aminoacidos presentes en la
tercera asa intracelular. De igual manera, como en los receptores acoplados a
proteinas G, los receptores dopaminérgicos poseen dos residuos de cisteina en la
segunda y tercer asa extratracelular (Gingrich et al, 1993), sugiriéndose, que estos
forman un puente disulfuro intramolecular para estabilizar la estructura del
receptor (Fraser, 1989). Los residuos NHa-terminal tienen un numero similar de
aminoacidos en todos los subtipos de receptores dopaminérgicos, asimismo se
encuentra un numero variable de sitios de N-glucosilacion. EI segmento COOH-
terminal es cerca de siete veces mas largo en los receptores D1 que en los
receptores D2, es rico en residuos de serina y treonina, y contiene residuos de
cisteina, los cuales podrian contar con un grupo palmitato, el cual funge como

punto de anclaje a la membrana celular (O’'Dowd et al, 1989) (Fig. 5).

A través de estudios de mutacion dirigida en receptores catecolaminérgicos,
modelos proteicos B2 y a2 adrenérgicos (Strader et al, 1989) y receptores D2
(Hibert et al, 1993) se ha sugerido que la unién de los agonistas probablemente

ocurre dentro de los dominios TM hidrofébicos. Los residuos altamente
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conservados estan en el centro de la proteina que se define como hendidura
estrecha de uniodn, la cual probablemente corresponderia al sitio de union de los
agonistas. En particular, un residuo aspartato en el dominio TM3 esta
probablemente involucrado en el anclaje del grupo amina de la catecolamina
(Hibert et al, 1993). Asimismo se ha demostrado que dos residuos serina en el
dominio TM5 son donadores de hidrégenos, los cuales se unen a los hidroxilos del
anillo catecol, formando puentes de hidrégeno (Strader et al, 1989; Tomic et al,
1993). Una fenilalanina en el dominio TM6, que se encuentra altamente
conservada en todos estos receptores catecolaminérgicos, podria establecer
interacciones con el anillo aromatico del ligando. Se ha observado también, que un
residuo aspartato, altamente conservado, en el dominio TM2 parece jugar un
papel crucial en la activacion de los receptores 2 y a2 adrenérgicos y
dopaminérgicos D1 y D2; asi como en la unién con el agonista. Se ha sugerido
que la interaccion entre este aspartato y el agonista puede ser modulada por Na* o

H* (Hibert et al, 1992; Horstman et al, 1990; Neve et al, 1991).

Las propiedades farmacologicas de los diferentes receptores
dopaminérgicos han sido extensamente estudiadas, ello se debe principalmente
las implicaciones terapéuticas que tienen en el tratamiento de diferentes
patologias (Sokoloff y Schwartz, 1995). Si bien los resultados arrojados por estos
estudios son variables, debido entre otras cosas a los distintos tipos celulares en
donde han sido realizados, diferentes hallazgos han definido el perfil
farmacologico de estos receptores. Las dos familias de receptores dopaminérgicos

tienen diferente afinidad por la DA, ya que ésta es mas afin a los receptores D2
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que a los D1, mientras que para los primeros ésta catecolamina tiene una
constante de inhibicién (K;) menor a 50 nM, para los receptores D1 se ha
reportado una K; entre 0.5 y 5 uM (Missale et al, 1998). Entre los agonistas mas
selectivos para la familia D2 se encuentran el quinpirole y el quinelorane. El
quinpirole posee una K; de 576 nM para la isoforma D2, de 5.1 nM para la
isoforma D3 y de 46 nM para los receptores D4 (Sokoloff et al, 1990). El
quinelorane por otro lado, tiene una K; de 341 nM para el receptor D2 y de 3.6 nM
para el D3 (Foreman et al, 1989). Sin embargo, a pesar de estas caracterizaciones
farmacologicas aun no hay agonistas selectivos para cada uno de los suptipos de
la familia D2 (Vallone et al, 2000). Dentro de los agonistas selectivos de la familia
D1 se encuentra la familia de las benzazepinas, de éstas, uno de los ligandos mas
potentes es el SKF-81297. Este farmaco posee una K; de 2.2 nM para estimular a

la enzima adenilato ciclasa (Andersen y Jansen, 1990).

Por otro lado, y con respecto a su localizacion en el neoestriado, estudios
recientes en rata han demostrado que ambas familias de receptores se
encuentran colocalizados virtualmente en todas las NEM’s (Surmeier et al, 1993),
tanto en preparaciones en cultivo como en rebanadas de cerebro (Aizman et al,
2000). Estos resultados han sido corroborados por David y Harrison (2002)
quienes reportaron que un 80 % de NEM’s en rebanadas de cerebro coexpresan
receptores D1 y D2. Diferentes estudios funcionales utilizando agonistas selectivos

para las dos familias de receptores dopaminérgicos, han descrito respuestas D1y
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D2, que serian dificiles de interpretar si estos receptores no estuvieran

colocalizados en la misma célula (Surmeier et al, 1993, Pérez-Garci, 2003).

Espacio
extracelular

Figura 5. Estructura concenso del receptor dopaminérgico de la familia D1. Los
receptores D2 se caracterizan por poseer un segmento COOH- terminal mas corto y una tercera
asa intracelular (13) mas larga. Los aminoacidos aspartato (Asp) en el segmento 8, las dos serinas
(Ser) en el 5, y una fenilalanina (Phe) en el 6, estan implicados en la interaccion con la dopamina.
Sitios potenciales de fosforilacion se indican en el segmento COOH- terminal e I3, mientras que en
el segmento NH,- terminal se localizan residuos potenciales para la glicosilacion de la proteina.
Dos residuos de cisteina en las asas extracelulares E1 y E2 establecen un enlacede disulfuro,
manteniendo la estructura terciaria del receptor. (Tomada de Missale et al, 1998).
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Caracterizacion funcional de Ia familia D1

Funcionalmente los receptores D1 parecen afectar la actividad de los
canales de calcio, asimismo parecen estimular la liberacién de calcio almacenado
intracelularmente, a través de activacion de la via del fosfatidilinositol (PI), el cual
es hidrolizado por la fosfolipasa C (PCL), resultando en la produccion de inositol-

1,4,5-trifosfato, el cual moviliza | calcio intracelular (Dearry et al, 1990).

La entrada de calcio al interior de la NEM juega un papel importante en la
regulacion de la frecuencia de disparo de la NEM (Galarraga et al, 1989). Cuando
el potencial de membrana se mantiene a potenciales despolarizados (> -60 mV)
en donde la influencia de la rectificacion anémala es minima, la activacién de
receptores D1 promueve la generacion de mesetas despolarizantes prolongadas
(cientos de milisegundos), mediadas principalmente por conductancias de calcio
tipo L, estos eventos acercan el potencial de membrana hacia el umbral para la
generacion de potenciales de accion, facilitando e incrementando la frecuencia de

disparo de la célula (Hernandez-Lopez et al, 1997).

En neuronas estriatales de rata y en células GH4C1 transfectadas con el
receptor D1, el agonista D1 incremento las corrientes de calcio a través de canales
tipo L, en ambos casos, el efecto fue mimetizado por analogos de AMPc y
bloqueado por inhibidores de la PKA, sugiriendo esto que dicho fenémeno podria
ser el resultado de la fosforilacidon de los canales de calcio por la PKA (Surmeier et

al, 1995).
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Por otro lado, la fosfoproteina DARP-32, regulada por dopamina y AMPc es
un sustrato de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) expresada en la
mayor parte de los tejidos sensibles al agonista D1, y se ha demostrado en el
estriado de rata que la fosforilacion de DARP-32 incrementa con la administracion
de este agonista (SKF-38393), la forma fosforilada de esta proteina es un potente
inhibidor de la proteina fosfatasa-1 (PP-1), favoreciendo la permanencia del
estado fosforilado de las diferentes proteinas efectoras, entre las que se
encuentran los canales de calcio tipo L (Greengard et al, 1998 y 1999; Surmeier et

al, 1995).

Asimismo, en neuronas estriatales de rata los agonistas D1 reducen las
corrientes de calcio a través de canales tipo P y N, este efecto también es
mimetizado por analogos de AMPc y bloqueado por inhibidores de la PKA y por el
inhibidor de fosfatasas, el acido okadaico. EI modelo propuesto para la reduccién
de estas corrientes es que la estimulacion de la PKA, por activacién del D1,
activaria a la PP-1, y con ello ésta ultima desfosforilaria los canales N y P, que
pasarian a un estado no conductivo (Surmeier et al, 1995). Sin embargo esta

posibilidad no ha sido demostrada experimentalmente en la NEM.

La activacion selectiva de receptores D1 promueve también la reduccién de
corrientes de sodio en NEM’s, por activacion directa del canal a través de la PKA
(Nicola et al, 2000). En ésta direccion Cepeda y colaboradores (1995) han descrito
que la activacion de receptores D1 reduce las corrientes persistentes de sodio

susceptibles de ser bloqueadas por tetradotoxina y que podrian estar implicadas
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en la regulacién de oscilaciones ritmicas, asi como en el disparo repetitivo de la

NEM.

Otro blanco para la via de sefalizacion de los receptores D1, son los
canales de potasio activados a potenciales de membrana hiperpolarizados (< -80
mV) y que regulan la rectificacion anémala de la NEM (atribuida principalmente a
los canales Kir 2.2 y 2.3) (Pacheco-Cano et al, 1996), a este respecto se ha visto
que la activacion de los receptores D1 incrementa la rectificacion de la célula
(Nicola et al, 2000; Pacheco-cano et al, 1996). También se ha demostrado que el
uso de agonistas selectivos para los receptores D1 disminuye corrientes de
potasio salientes de inactivacién lenta (Ias) activadas por la despolarizacion de la
NEM, sin embargo estos efectos fueron atribuidos principalmente a un efecto
alostérico o bloqueo directo sobre el canal, mas que a una via de sefalizacion

mediada por AMPc (Nisenbaum et al, 1998)

Caracterizacion funcional de Ia familia D2

La activacion selectiva de los receptores D2 en las NEM'’s del neoestriado
disminuye el nivel basal de fosforilacion de la proteina DARP-32 ademas de
revertir el aumento en la fosforilacion de ésta proteina, inducida previamente por
los receptores D1, forskolina (un activador de la enzima adenilato ciclasa), asi
como por analogos del AMPc (Nishi et al, 1997). La accion de los receptores D2,
es dependiente del calcio intracelular y es bloqueada por la inhibicion de la

proteina fosfatasa dependiente de calcio, calcineurina (PP2-B), lo que sugiere que
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la activacion de estos receptores provoca un aumento en los niveles intracelulares
de calcio y, por consiguiente, la activacion de la calcineurina, la cual desfosforila a

la DARP-32 (Nishi et al, 1997).

Los mecanismos por los cuales la activacion de los receptores D2 estimulan
el aumento en los niveles de calcio intracelular no han sido descritos (Greengard
et al, 1999). A este respecto se ha observado que en algunos sistemas de células
transfectadas, el receptor D2 produce un incremento en el calcio intracelular via
hidrdlisis del Pl. Sin embargo en muchas otras lineas celulares, el receptor D2 no
se acopla a este segundo mensajero, ademas los receptores D2 de la glandula
pituitaria han mostrado inhibir el metabolismo del PI. Por otro lado en las células
NG108-15 los receptores D2 si muestran un aumento en la liberacion de calcio

almacenado intracelularmente.

En cultivos primarios de neuronas estriatales (Schinelli et al, 1994) y
rebanadas de cerebrales de rata (Hernandez-Lopez et al 2000), los agonistas D2
causan una potenciacion en la liberacion de acido araquidonico (AA), mediada por
calcio, sin embargo el mecanismo por el cual estos receptores provocan este
fendbmeno no esta claro. Por otro lado la activacion de la proteina fosfolipasa C
incrementa al maximo la liberacion de AA en presencia de agonistas D2, asimismo
incrementa la potencia de los agonistas que provocan esta respuesta (Di Marzo et
al, 1993). Esta evidencia sugiere que la potenciacion de la liberacion del AA es

mediada por alteraciones en la actividad de la PKC.
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Distribucion de los receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 en

amniotas

Distribuciéon anatéomica en los ganglios basales

Los estudios acerca de la distribucidon de la DA y sus receptores en
diferentes areas del cerebro que se han realizado en los ganglios basales de
diferentes vertebrados indican que la distribucion anatomica de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 es muy similar entre los amniotas (Richfield et al, 1987).
Una caracteristica en comun de los receptores dopaminérgicos en los amniotas es
la heterogeneidad en su distribucion y densidad, algunas diferencias se
encuentran en el contenido de DA estriatal, y otros aspectos funcionales como la
interaccion DA-ACh y la anoxia (Smeets et al, 1992 y 2000; Milton y Lutz, 998;

Henselmans et al, 1991).

Se ha reportado que en el estriado de la tortuga los receptores
dopaminérgicos tipo D1 estan presentes en la cama del nucleo del estriado
terminalis, palido ventral y la susbtancia nigra; los receptores tipo D2 se
encuentran solo en la cama del nucleo terminalis del estriado y el globo palido
(Richfield et al, 1987). En otros vertebrados como las aves, se ha reportado que el
cerebro contiene receptores D1 y D2 en el paleostriatum augmentatum, |6bulo
paraolfatorio, paleostriatum primitivum, nudcleo intrapeduncular, palido ventral,
cama del nucleo terminalis del estriado y nucleo tegmental pedunculo pontino y
pars compacta. La porcion lateral del paleostriatum augmentatum contiene mas

D1 y D2 que la porcion medial (Richfield et al, 1987). (Fig. 6). A pesar de los
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estudios sobre la distribucion anatémica de los receptores dopaminérgicos en
estos organismos se desconoce si estos receptores se encuentran colocalizados

en la misma célula.

Figura 6. Autoradiografias de los receptor dopaminérgico D1(columna de la
izquierda) y D2 (columna de la derecha) en diferentes porciones de los ganglios basalesde
tortuga y pichon. La densidad de estos receptores se visualizé incubando las rebanadas con un
ligando tritiado (LKB Ultrofilm-3H), de 10 a 14 dias para visualizar el receptor D1 y de 14 a 21 dias
para el receptor D2. Las partes mas obscurecidas presentan una mayor densidad de receptores
dopaminérgicos D1 o D2. En A se muestran los autodiagramas de los ganglios basales de la
tortuga mientras que en B se muestran los del pichén. Escala de la barra: 2 mm. Abreviaturas:
STR: estriado, NST: cama del nucleo del estriado terminal, GP: globo palido, VP: palido ventral,
LPO: Iébulo paraolfatorio, PA (paleostriatum augmentatum), PP (paleostriatum primitivum), INP
(nucleo intrapeduncular). (Tomado de Richfield et al, 1987).

En la rata los receptores dopaminérgicos estan presentes en todos los
ganglios basales (Fig. 7). Ni la familia D1 ni la familia D2 demostraron

heterogeneidad en su distribucion sobre el estriado dorsal. El nucleo acumbens no
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tuvo areas de mas alta y baja unién, comparada con el promedio para ambos
receptores (D1 y D2), mientras que el tubérculo olfatorio tuvo una clara
discontinuidad en los sitios de union para el receptor D2. En el estriado se
encontré un gradiente decreciente de la region rostral a la caudal en el orden de
13-14% para ambos receptores. De la misma manera en el estriado caudal se
encontré un gradiente, pero ascendente, de la regién dorsal a la ventral en el

orden de 22-28%.

Figura 7. Autoradiografias de los receptores dopaminérgicos D1 (columna de la
izquierda) y D2 (columna de la derecha) en diferentes porciones de los ganglios basales de
rata. A. Secciones a través del nucleo intrapeduncular y la susbtancia nigra. B. Secciones a través
del estriado y palido. La densidad de los receptores dopaminérgicos esta presentes en estos dos
nucleos. Los receptores dopaminérgicos se distribuyen heterogeneamente en esas estructuras. El
nucleointrapeduncular contiene sdlo receptores D1, los cuales son mas prominentes en la periferia
y en la porcion medialde este nucleo. La susbtancia nigra pars reticulata y pars compacta
contienen ambos receptores dopaminérgicos, con un gradiente decrecientde la porcion medial a la
lateral. Escala de la barra: 2 mm. Abreviaturas: TO (tubérculo olfatorio), ACC (nucleo accumbens),
las demas se presentan en la figura 6. (Tomado de Richfield et al, 1987).
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En el nucleo entopeduncular se han identificado zonas prominentes de
sitios de union heterogéneos, encontrdndose un incremento de estos para el
receptor D1 a lo largo de la porcion medial. Por su parte la susbtancia nigra pars
compacta y pars reticulata, en su porcion medial, mostraron un incremento en los
sitios de uniéon para ambos receptores. Por otro lado, el claustrum mostré un
patrén homogéneo para los sitios de unién del receptor D1, mientras que para el
receptor D2 no se detectaron. La densidad del receptor D1 fue completamente
similar entre las estructuras de los GB, excepto para el palido y el claustrum;
mientras que la densidad del receptor D2 vari6 mas dramaticamente, no
detectandose en el nucleo entopeduncular y el claustrum, mostrandose en un 20-
30% en la susbtancia nigra y en un 8-20% en el globo palido y palido ventral

(Richfield et al, 1987).

Distribucion celular

En 1990 Gerfen y colaboradores utilizando sondas para hibridacion in situ
en NEM'’s de rata, identificadas como estriado-nigrales, con el uso de trazadores
retrogrados, encontraron que un amplio porcentaje de estas células mostraban
marca positiva para el ARNm de los receptores D1, asi como para los péptidos
susbtancia P y dinorfina. De este grupo de neuronas, solo un pequefio porcentaje
(aproximadamente 17%) presentaba marca para la sonda de receptores D2 y el
neuropéptido encefalina. Por otro lado, las neuronas con marca positiva al

neuropéptido encefalina colocalizaban con la presencia de ARNm del receptor D2.
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Estas neuronas constituirian presumiblemente la via estriado-palidal (Gerfen et al,

1990; Le Moine et al, 1990).

Mediante el uso de transcripciones inversas seguidas de reacciones en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) en células disociadas de rata se ha
demostrado que neuronas con niveles detectables de susbtancia P pero no
encefalina (45.71 %), expresaban abundante ARNm del receptor D1. Una
subpoblacién considerable de este grupo co-expresaba ARNm para los receptores
D2 (19%), D3 (38%) 6 D4 (25%). Neuronas con ARNm para encefalina pero no
para susbtancia P (25.71%), expresaban niveles abundantes de ARNm para los
receptores D2 y una subpoblacion de este grupo (10-25%) co-expresaba ARNmM
para las dos isoformas D1 y D5. Asimismo, se ha descrito la presencia de una
poblacion de NEM’s (28.71%) con niveles detectables de ARNm para ambos
péptidos. Este grupo se caracterizd por co-expresar abundante ARNm para los
receptores D1 y D2 y varias de las isoformas de cada una de las dos familias

(Surmeier et al, 1993; Nicola et al, 2000).

Por otro lado, estudios electrofisiolégicos en el neoestriado de la rata
apuntan a la colocalizacion de receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 en la

misma célula (Hernandez-Lopez et al, 2000 y Pérez-Garci, 2003).

La expresion de receptores dopaminérgicos en los tres tipos de
interneuronas del neoestriado, no ha sido estudiada en detalle, debido

principalmente a su escaso numero en este nucleo. Trabajos de hibridacion in situ
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en rata demostraron la presencia de ARNm para los receptores D2 pero no para
los D1 en interneuronas colinérgicas (Le Moine et al, 1990). Posteriormente, la
aplicacion de RT-PCR en estas neuronas demostro la expresion de receptores D2
(en sus dos isoformas), asi como la presencia de receptores D5 (Nicola et al,

2000; Yan y Surmeier et al, 1997)
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ANTECEDENTES

Se ha visto que las propiedades electrofisiologicas de las NEM's, asi como
de las interneuronas con espigas de bajo umbral (low-threshold spike, LTS) del
estriado de aves son muy parecidas a las descritas en mamiferos, sin embargo
Farries y Perkel (2000) han reportado que el estriado de las aves contiene un tipo
de neuronas espinosas medianas de naturaleza “andémala” no descritas en
mamiferos, estas neuronas exhiben propiedades electrofisiolégicas en ocasiones
normales o iguales a las NEM’s (rectificacion entrante en respuesta a pulsos
hiperpolarizantes y rampa en respuesta a pulsos despolarizantes), pasando a un
estado anomalo o alterado “durante el registro”, ya que pierden la rampa en
respuesta a un pulso despolarizante y las espigas disminuyen su amplitud e
incrementan su duracion. Asimismo, otra diferencia entre las neuronas estriatales
de aves y mamiferos es la presencia de unas interneuronas de disparo rapido y
sin espinas (AF aspiny fast-firing) (Farries and Perkel, 2000), que podrian ser una
version modificada de las interneuronas colinérgicas (LA, long-lasting
afterhyperpolarization) de mamiferos (Kawaguchi, 1993), pues aunque estas
neuronas (AF) disparan espontaneamente lo hacen a mas altas frecuencias que
las colinérgicas, por otro lado las AF pierden el pospotencial de larga duracion,
caracteristico de las interneuronas colinérgicas de mamiferos, y parecen ser
morfolégicamente distintas a éstas; también podrian ser una version de las
interneuronas parvalbuminérgicas (FS, fast-spiking) de mamiferos (Kawaguchi,

1993), sin embargo, a diferencia de éstas, las AF de aves disparan
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espontaneamente en rebanadas, muestran una rectificacion entrante tiempo-
dependiente y cuando son inyectadas con pulsos de corriente despolarizante no
producen pausas en el disparo. Todos estos datos permitien apoyar la idea de que
la organizacion y las propiedades funcionales en general de los ganglios basales
ha sido conservada en mamiferos y aves, aunque ello implique que el estriado de

aves no sea idéntico al estriado dorsal de mamiferos.

Por otro lado, funcionalmente, estudios en mamiferos han reportado que el
efecto de la activaciéon del receptor dopaminérgico D1 puede ser inhibitoria a
potenciales de membrana hiperpolarizantes (aprox. -80mV) o excitatoria a
potenciales despolarizantes (aprox. -55 mV). Los mecanismos por los cuales estos
receptores aumentan la actividad evocada no soélo involucra la disminucién de
corrientes de K* (Pacheco-Cano et al, 1996), sino también el aumento de las
corrientes de Ca®* tipo L (Hernandez-Lépez et al, 1997). Por otro lado, la
activacién de receptores dopaminérgicos tipo D2 tiene una respuesta antagonica
al D1, provocando una disminucién en la generacion de mesetas despolarizantes,
en la frecuencia de disparo y duracién del potencial de Ca?*, debido a una
reduccion en las conductancias de Ca®* tipo L por la activacion de fosfatasa
calcineurina via fosfolipasa Cp1-Inositol 1,4,5-trifosfato. (Hernandez-Lépez et al,
2000; Pérez- Garci, 2003). Estos resultados han sido confirmados en otros
nucleos asi como en otros tipos neuronales del cerebro de mamiferos tales como

corteza (Berretta, et al, 1999), hipocampo (Graef et al, 1999), nucleo acumbens

37



(Nicola et al, 2000), células ovaricas de hamster (Lajiness et al, 1993) y

neuroblastoma de roedores (Lukyanetz et al, 1998).

La activacion de los receptores dopaminérgicos D1y D2 en aves ocurre de
manera similar a lo descritos en mamiferos, aumentando y disminuyendo la
excitabilidad de las NEM respectivamente, con la principal diferencia de que la
activaciéon del receptor D1 en aves aumentd la excitabilidad aun en potenciales
hiperpolarizados (Ding y Perkel, 2002), mientras que en mamiferos no, por el

contrario la diminuyé.

A pesar de estos estudios electrofisiolégicos sobre esta importante
catecolamina (DA), la mayor parte de estas investigaciones en grupos
filogenéticamente inferiores a mamiferos se limita a su distribucion y localizacion
en los ganglios basales (Smeets et al, 2000 y 2003), sin embargo es poco lo que
se conoce acerca del papel funcional de la DA en dichos organismos (Farries y

Perkel, 2000; Kroner et al, 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aves y mamiferos son filogenéticamente grupos terminales de la evolucion
de vertebrados que se originaron a partir de reptiles, por lo que esta ultima clase
de organismos ocupa un lugar crucial en la evolucién de los cordados. A pesar de
ello, no se han caracterizado electrofisiologicamente las estirpes neuronales de los
GB en los reptiles, siendo este estudio de suma importancia, pues conociendo y
comparando desde wun punto de vista filogenético los parametros
electrofisioldgicos de las células como la frecuencia de disparo neuronal, el patron
de disparo, la latencia del potencial de accion, los umbrales, las posibles
conductancias idnicas que participan en la dinamica de la membrana efc,
podemos conocer en qué momento de la evolucidn podria haber cambiado el

papel funcional de dichas células.

Por otro lado, dentro de los GB de los amniotas la presencia de receptores
dopaminérgicos en el circuito nigro-estriatal, cruciales para el control motor, esta
bien documentada, asi la distribucién de las familias D1 y D2 se han reportado en
reptiles, sin embargo, los aspectos funcionales de su modulacion en esta clase de
vertebrados, que son decisivos para la evolucibn de los cordados aun se
desconocen. De esta manera, el establecimiento de las diferencias y las
similitudes de la modulacion dopaminérgica entre mamiferos y reptiles permitiria
comprender, entre otras cosas, la forma en que las funciones motoras estriatales

pudieran haber evolucionado.
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OBJETIVOS

Generales

A) Caracterizar electrofisiologica y anatdomicamente a las neuronas espinosas

medianas del Paleostriatum augmentatum de la tortuga.

B) Estudiar el efecto modulador de la dopamina sobre la excitabilidad de las

neuronas espinosas medianas del Paleostriatum augmentatum de la tortuga, a

través de la activacion de los receptores dopaminérgicos tipo D1y D2.

C) Comparar las propiedades electrofisiolégicas y anatémicas de la tortuga con las

observadas en la rata.

Particulares

A) Obtener curvas Intensidad-Voltaje (I-V) a un potencial de membrana de -80 mV,
inyectando pulsos de corriente despolarizantes e hiperpolarizantes de diferentes

intensidades.

B) Obtener curvas Intensidad-Frecuencia (I-F) a un potencial de membrana de -60

mV, inyectando pulsos de corriente despolarizantes de diferentes intensidades.
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C) Identificar morfologicamente a las neuronas registradas marcandolas
intracelularmente con biocitina después de los registros electrofisioldégicos para su

caracterizacion y correlacion anatémica.

D) Caracterizar la respuesta moduladora de los receptores dopaminérgicos
tipo D1 y D2 sobre el disparo repetitivo de las NEM’s del Paleostriatum
augmentatum de la tortuga, a través de curvas I-F, en condiciones control y en

presencia de agonistas selectivos para la familia D1 y la familia D2.

E) Caracterizar la respuesta moduladora de los receptores dopaminérgicos
tipo D1 y D2 sobre la meseta de calcio de las NEM’s del Paleostriatum
augmentatum de la tortuga, a través de la inyeccion de pequefos pulsos de

corriente despolarizantes.

41



METODOLOGIA

Reptiles

Para la realizacién de este proyecto se utilizaron tortugas como grupo
representativo de reptiles. Esta decisibn se tom6 con base en: A) Que los
antecesores directos de los mamiferos se han extinguido. Sin embargo uno de los
grupos con linaje evolutivo muy antiguo corresponde al de las tortugas, lo que lo
hace adecuado para este tipo de estudios. B) La preparacién de tortuga ofrece
multiples ventajas para la elaboracion de estudios electrofisioldgicos, ya que en
una sola rebanada es posible tener todas las conexiones que el estriado recibe,
tanto los nucleos aferentes (corteza) como los nucleos eferentes (globo palido,
susbtancia nigra), ademas de que en esta preparacion se pueden realizar registros
de varios dias de duracién, ya que el cerebro de la tortuga es muy resistente a la
anoxia y se pueden obtener rebanadas de gran grosor. C) Existen algunos
trabajos electrofisiolégicos realizados en diferentes estructuras nerviosas de
tortugas, como grupo representativo de reptiles, lo que favorece la comparacion de
nuestros resultados con lo observado por otros autores. D) Muchas especies de
reptiles se encuentran en peligro de extincion, por lo que realizar investigaciones
que demandan un numero (potencialmente elevado) de organismos solo
aceleraria el proceso de extincion de las mismas. Afortunadamente las especies
de tortugas que se utilizaron para la realizacion de los experimentos son muy
abundantes, y no se encuentran en peligro de extincion. Se utilizaron tortugas de

la especie Kinosternum irtipes, adultas, sin distincion de sexo. Se realizo una
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diseccion por semana durante un periodo aproximado de cuatro meses. Las
tortugas se adquirieron legalmente al Bioterio de la “Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla”. El manejo de los animales se llevdé de acuerdo a las
normas establecidas en la declaracion de Helsinki presentadas en el “Handbook
for the Use of Animals in Neuroscience Research” por la Sociedad de

Neurociencias (SfN, 1991).
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Diseccion del cerebro de rata

Se utilizaron ratas albinas Wistar, de 150-200 g, machos. Previo a cualquier
manipulacion experimental los animales fueron anestesiados con éter, y
posteriormente se decapitaron para extraer el cerebro, el cual fue seccionado en
cortes coronales con un espesor de 350 uym obtenidos con un vibratomo. Las
rebanadas fueron sumergidas inmediatamente en solucion salina fria (en mM):
126.0, NaCl; 3.0, KCI; 1.0, MgCly; 2.0, CaCly; 25.0, NaHCOg3; y 11.0 glucosa; la
solucién fue saturada con una mezcla de 95% 0,-5% CO; (pH 7.4) (Hernandez -

Lopez et al, 2000) (Fig. 8).

Diseccidn del cerebro de tortuga

Después de anestesiar a la tortuga con pentobarbital (100 mg/kg i.p), el
cerebro fue removido, y fijado en una pelicula de agar para la obtencién de las
rebanadas, las cuales fueron cortes coronales de los cerebros con un espesor de
300-500 um obtenidas a baja temperatura (Fig. 8). Estas se obtuvieron con ayuda
de un vibratomo, y se sumergieron en solucion salina fria (en mM): 120.0, NaCl;
5.0, KCI; 2.0, MgCly; 3.0, CaCly; 15.0, NaHCOg3; y 20.0 glucosa, pH 7.4; la solucion
fue saturada con una mezcla de 95% 02-5% CO, (Delgado-Lezama et al, 1999;
Hounsgaard, 2000). Una vez obtenidas las rebanadas se mantuvieron en
incubacién con solucién salina a temperatura ambiente por un periodo de tiempo

no menor a 1 hr. Posteriormente las rebanadas se trasladaron a una camara de
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registro. En estas condiciones pudieron ser obtenidos registros hasta tres dias
después de haber realizado la diseccién (Hounsgaard, 2002). La velocidad de la
perfusién fue un flujo constante de 2.0 £ 0.5 ml/min de solucion salina a una
temperatura de 32-34 °C para los cerebros de mamiferos, en el caso de reptiles se

mantuvieron a temperatura ambiente.

Sistema de Registro Intracelular

Los registros intracelulares, en la modalidad de fijacion de corriente, se
realizaron en el cerebro de tortuga en el area identificada como Paleostriatum
augmentatum que de acuerdo al atlas estereotaxico (Powers y Reiner, 1980)
corresponde al estriado dorsal de los mamiferos (Fig.8). Para el registro
intracelular se utilizaron microelectrodos llenos de acetato de potasio (3 M) con
biocitina (1-2 %) (Horikawa y Armstrong, 1988). Se utilizaron microelectrodos cuya
resistencia oscil6 entre 70 y 130 MQ. Los registros se obtuvieron con un
amplificador de alta impedancia (Neuro-Data IR-183), en la modalidad de fijacion
de corriente. A través del electrodo de registro se inyectaron pulsos de corriente
de diferente duracion y amplitud generados por un estimulador (Grass Instruments
S88) y disparados por una unidad de aislamiento (Digitimer LTD. DS2A). Con la
inyeccion de corriente directa continua se mantuvo el potencial de membrana en
los niveles requeridos (Perez-Garci, 2003). Los registros se digitalizaron y se

almacenaron en video (40 kHz) para su posterior analisis.
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FIGURA 8. REBANADAS DE CEREBRO. A) Se muestra un corte coronal de cerebro de
rata (WKY) (tomado de Paxinos y Watson, 1998), donde se aprecia claramente el estriado
(Flechas), nucleo donde se realizaron los registros electrofisiolégicos. B) Corte coronal de cerebro
de tortuga realizado en el laboratorio. Ambas rebanadas fueron tefiidas con la técnica de Nissl.

Caracterizacidn electrofisiolégica

Las curvas |-V se obtuvieron estimulando a la célula con pulsos de corriente
despolarizante e hiperpolarizante de diferentes intensidades, registrandose la
respuesta en trazos de voltaje, asimismo con la inyeccién de corriente directa
continua se mantuvo un potencial de membrana de -80 mV durante este protocolo,
para observar el fendmeno de rectificacion, producido por corrientes de potasio

que son activadas a este potencial de membrana.

Para la obtencién de las curvas I|-F la célula se estimulé con pulsos de
corriente despolarizante de diferentes intensidades, registrandose para cada uno
de ellos la respuesta en trazos de voltaje (trenes de potenciales de accién), para

este protocolo la célula se mantuvo en un potencial de membrana de -60 mV, con
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el objeto de que se activaran las corrientes de calcio subumbrales involucradas en
el disparo repetitivo de las células.Tanto las curvas |-V como las curvas I-F se

obtuvieron en condiciones control (en ausencia de cualquier farmaco).

Asimismo se realizaron curvas |-V e I-F en las NEM’s del Paleostriatum
augmentatum de la tortuga con soluciones salinas diferentes, de esta manera se
logr6 un cambio total del liquido en el medio de perfusién para realizar los
registros en una misma neurona, se utilizé primero la solucién salina empleada en
los registros electrofisiolégicos del cerebro de rata (Hernandez -Lopez et al, 2000)
y posteriormente la solucidén salina empleada en trabajos electrofisiolégicos del
cerebro de tortuga (Delgado et al, 1999; Hounsgaard, 2002) (indicadas

anteriormente en este trabajo en los apartados correspondientes).

Para estudiar la respuesta moduladora de los receptores dopaminérgicos
tipo D1 y D2 sobre el disparo repetitivo de las NEM’s se realizaron curvas I-F,
primeramente en condiciones control y posteriormente en presencia de los
agonistas selectivos para receptores dopaminérgicos de la familia D1 (6 CIPB 2
uM) y para receptores dopaminérgicos de la familia D2 (Quinelorane 10 uM), los

cuales se agregaron al medio de perfusion por separado.

Por otro lado, la caracterizacion del efecto modulador de los receptores

dopaminérgicos tipo D1 y D2 sobre la meseta de calcio de las NEM’s, que se

activa a potenciales subumbral, se realizé inyectando pequefios pulsos de
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corriente despolarizante de corta duracién a potenciales despolarizantes cercanos

al umbral.

Morfologia de las neuronas estriatales

Al finalizar los registros electrofisiologicos las neuronas se llenaron con
biocitina (1-2%) mediante pulsos hiperpolarizantes de baja intensidad, durante 20
a 30 minutos aproximadamente, posteriormente las neuronas se fijaron en
paraformaldehido al 4% y acido picrico al 1% en buffer salino de fosfatos, pH 7.3
(PBS) toda la noche. Las rebanadas se incluyeron en agar al 6 % y se seccionaron
en otras mas delgadas con un grosor de 80 ym con ayuda de un vibratomo,
posteriormente se colectaron en PBS enjuagandose varias veces antes de
continuar. Las rebanadas se incubaron con peréxido de hidrogeno durante 15
minutos aproximadamente y después se enjuagaron con PBS durante 1 hr.
Posteriormente se incubaron con el complejo avidina-biotina (ABC) conjugado con
peroxidasa de rabano durante 4-6 hrs aproximadamente. Las rebanadas se
lavaron con PBS y después se revelaron con diaminobencidina y perdxido de
hidrégeno en tris buffer salino 0.15 M, posteriormente se lavé muy bien con PBS
para detener la reaccion (Horikawa y Armstrong, 1988). Por ultimo las rebanadas
se aclararon y se montaron en portaobjetos para su observacion en un
microscopio de luz, asi las neuronas marcadas se caracterizaron
morfologicamente midiendo la longitud del soma (diametro mayor-diametro

menor), tamano de los arboles dendriticos y ramificaciones principales.
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Farmacos

Agonista del receptor dopaminérgico D2: Quinelorane (10 uM, RBI-Sigma).

Agonista del receptor dopaminérgico D1: 6 CIPB (2 uM RBI-Sigma).

Analisis de datos

El ajuste que fue aplicado a las curvas Intensidad-Voltaje fue un polinomio
de segundo grado, mientras que para las curvas Intensidad-Frecuencia el ajuste
fue de tipo sigmoidal. La frecuencia inicial de los potenciales de accion se calcul6
a partir del promedio de la frecuencia de las dos primeras espigas y la frecuencia
final del promedio de las cuatro ultimas, asimismo para reportar su diferencia
significativa con respecto al control, a la curva I-F se le aplico la prueba estadistica
t de Student para datos pareados. Para los parametros electrofisiologicos vy

morfolégicos se reportaron medias y errores estandar.
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RESULTADOS

Caracterizacion electrofisiolégica de las neuronas espinosas

medianas de tortuga

En la figura 9 se muestran los trazos de voltaje en respuesta a pulsos de
corriente despolarizante e hiperpolarizante de diferentes intensidades. Como se
puede observar las curvas intensidad-voltaje son muy similares en ambos
organismos exhibiendo bastante rectificacion a un potencial aproximado de -80
mV. En mamiferos se ha reportado que esto se debe a la activaciéon de
conductancias (Ki) de potasio (Galarraga et al, 1994 y Nisenbaum y Wilson,
1995), impidiendo que el potencial de la membrana se haga mas negativo
conforme aumentan los pulsos de corriente hiperpolarizante, sin embargo, este
fendmeno es un poco mas pronunciado en la tortuga que en la rata. Asimismo
cuando fueron inyectados pulsos de corriente despolarizante todas las NEM's,
tanto de tortuga como de rata respondieron con un incremento gradual tipo rampa
en el potencial de la membrana con un marcado retraso en la aparicion del
potencial de accion. Tanto en mamiferos como en aves se ha reportado que esta
caracteristica se debe a la activacion de corrientes de potasio tipo A sensibles a 4-
aminopiridina (Bargas et al, 1989 y Farries and Perkel, 2000), sin embargo habria
que corroborar que estan participando estas corrientes en reptiles, que es lo mas
probable, pues se sabe que estas corrientes también estan involucradas en la

adaptacion de las espigas, fendmeno observado en la tortuga.
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FIGURA 9. Curva Intensidad-Voltaje de las neuronas espinosas medianas del
Paleostriatum augmentatum de tortuga y el neoestriado de rata. A) Trazos de voltaje de una
NEM en respuesta a pulsos de corriente. B) Pulsos de corriente despolarizante e hiperpolarizante
de diferentes intensidades aplicados con un potencial de mantenimiento de -80 mV para la tortuga
y -85 mV para la rata. C) Se muestra la relacion Intensidad-Voltaje tomada en la parte estable del
registro, en la parte superior izquierda de la grafica se muestran los valores correspondientes al
potencial de la membrana (Vm) y la resistencia de entrada (RN). Las flechas indican el fenédmeno
de rectificacion.
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En la figura 10 se muestran trenes de potenciales de accién provocados por
la inyeccion de 3 pulsos de corriente despolarizante de diferente intensidad, asi
como la relacién intensidad-frecuencia en las NEM’s tanto de rata como de
tortuga; se puede apreciar bastante similitud en el patrén de disparo de las
neuronas de ambos organismos, sin embargo hay ligeramente una mayor
adaptacioén en la tortuga que en la rata asi como una aparente disminucion de la

corriente | de potasio que retrasa la aparicion de los potenciales de accion.

En general los parametros electrofisiolégicos de las NEM'S medidos se
agrupan en la tabla I. Se observa que el potencial de reposo se presenta mucho
mas despolarizado en la tortuga que en la rata (-63 y -85 mV respectivamente) lo
que hasta el momento nos permite pensar que el potencial de reposo se debe
probablemente a las diferentes concentraciones de potasio, asimismo el potencial
umbral (potencial de membrana donde se genera el potencial de accion) es mucho
mas despolarizado en tortuga (-32 mV) que en rata (-45 mV) encontrandose gran
similitud con lo reportado para este parametro en aves (-34 mV), de acuerdo a
esta caracteristica serian necesarias entradas excitatorias corticales mas fuertes
para alcanzar el umbral de disparo en las espinosas medianas de tortuga y ave.
La resistencia de entrada resulté mayor en la tortuga (152 MQ) que en la rata (50
MQ), aunque este parametro varia de acuerdo a la técnica de registro empleada.
Este dato podria apoyarse en el hecho de que el soma es ligeramente menor en la
tortuga que en la rata. Otra caracteristica importante es la latencia de la primera

espiga, es decir, el tiempo que tarda en disparar el primer potencial de accion
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después de inyectar corriente despolarizante por encima del umbral, siendo

similares en tortuga (336 ms) y en rata (324 ms).
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FIGURA 10. Frecuencia de disparo de las neuronas espinosas mediananas del
Paleostriatum augmentatum de la tortuga y del neoestriado de rata. A) Cambios en la
frecuencia de disparo de potenciales de accion como respuesta a los diferentes pulsos de
estimulacién, a un potencial de mantenimiento de -60 mV. B) Pulsos de corriente despolarizante de
diferentes intensidades aplicados. C) Curva Intensidad-Frrecuencia donde se grafica la frecuencia
inicial y final del tren de potenciales de accion.
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TABLA L
Caracteristicas Electrofisiolégicas de las Neuronas Espinosas
Medianas del Paleostriatum augmentatum de la Tortuga y el
Neoestriado de la Rata

PARAMETROS

ELECTROFISIOLOGICOS TORTUGA RATA
Potencial de Membrana (mV) 63.13+2.07@ | -85.8+0.5
Umbral de disparo (mV) -32.54 £ 1.55 -45+0.5
Latencia de Disparo (ms) 336.53 + 30.18 324.6 £ 22
Amplitud del Potencial de Accion (mV) 49.67 £ 1.37 727 +£0.7
Duracion del Potencial de Accidon (ms) 4.28 + 0.49 1.97 £ 0.15
Amplitud del Pospotencial (mV) 15.05 £ 0.83 561+£1.6
Duracion del pospotencial (ms) 185.82 + 20.89 148 + 18.7
dV/dt Subida del Potencial de Accion (V/s) 38.77 £ 6.28 284 +43.6
dV/dt Bajada del Potencial de Accion (V/s) 2223 +4.48 61.2+11.5
Resistencia de Entrada (MQ) 152.44 + 15.74 50.3+1.4

a) media + S.E.M (n=15).

Con la finalidad de comprobar si las diferencias en los parametros
electrofisiolégicos encontrados entre las NEM's de tortuga y rata no se debian a
las diferencias en las concentraciones ionicas de la soluciones salinas utilizadas,
se realizaron curvas intensidad-voltaje asi como curvas intensidad-frecuencia en
una misma NEM de tortuga, en las diferentes soluciones salinas. En las figuras 11
y 12 se muestran estos protocolos experimentales como resultados preliminares

de esta propuesta (n=3 ).
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Las curvas |-V, mostradas en la figura 11, presentan una mayor rectificacion
en la solucion salina de tortuga que de rata, debido probablemente a una
concentracion mayor de potasio, asimismo en los trazos de voltaje en presencia
de solucion salina de tortuga se observan ligeras protuberancias subumbrales en
el potencial de la membrana y un ligero aumento en la duracién del potencial de
acciéon, que podrian deberse a una mayor concentracién de calcio en solucion

salina de tortuga, ambas curvas se realizaron en la misma neurona.

En la figura 12 se presentan las curvas |-F donde se puede apreciar
claramente que en la misma neurona, en presencia de la solucion salina de
tortuga, la amplitud del potencial de accién disminuye considerablemente,
asimismo se observan las protuberancias en el potencial de la membrana y el

ensanchamiento de la espiga observadas en la curva I-V.

Caracterizaciéon morfolégica de las neuronas espinosas medianas

de tortuga.

En la figura 13 en A, E y F se muestran las fotografias de algunas neuronas
espinosas medianas de tortuga visualizadas después de haber realizado los
registros electrofisiolégicos. Notese que todas las neuronas espinosas medianas
presentan una gran densidad de espinas en sus arboles dendriticos (B); éstos
ultimos presentan pocas ramificaciones, cubriendo un area aproximada de 400
um, entre las células registradas en C y D se aprecia la presencia de una neurona

estriatal no espinosa, cuyos datos electrofisiologicos no se consideran para este
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FIGURA 11. Curva Intensidad-Voltaje de las neuronas espinosas medianas del
Paleostriatum augmentatum de tortuga en presencia de solucién salina de rata y solucién
salina de tortuga. A) Pulsos de corriente despolarizante e hiperpolarizante de diferentes
intensidades aplicados. B) Trazos de voltaje de esta neurona en respuestas a pulsos de corriente
(mostrados en con un potencial de mantenimiento de -80 mV. C) Se muestra la relacion Intensidad-
Voltaje tomada en la parte estable del registro, en la parte superior de la grafica se muestran los
valores correspondientes al potencial de la membrana (Vm) y la resistencia de entrada (RN), la
flecha indica en la rectificaciéon bajo las dos condiciones experimentales.
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trabajo por tratarse probablemente de una interneurona. Asimismo en esta
galeria de fotografias se presenta un acople entre dos NEM’s (F), que fue
observado después de haber realizado los registros electrofisiolégicos con el

agonista D2, Quinelorane.

En la tabla Il muestra los parametros morfolégicos que se midieron en las
neuronas registradas y marcadas con biocitina. En ellas se observa que las NEM's
de tortuga presentan aparentemente menor densidad de espinas dendriticas y se
encuentran menos ramificadas que las NEM’s de rata. El soma fue ligeramente
menor y la extension del arbol dendritico fue ligeramente mayor en la tortuga que

en la rata, superando los 400 um de diametro en la tortuga.

TABLAII
Caracteristicas Morfolégicas de las Neuronas Espinosas
Medianas del Paleostriatum augmentatum de la Tortuga y el
Neoestriado de la Rata

PARAMETROS MORFOLOGICOS RATA TORTUGA
Soma
Diametro Mayor (um) 17.6 + 0.68 @ 12.8 + 1.49
Diametro Menor (um) 15.0 + 1.34 9.4 +0.87
Arbol Dendritico

Diametro Mayor (um) 364 £ 12.42 406.67 £ 58.93
Diametro Menor (um) 271+ 28.00 295.67 £ 39.18
NUmero de Espinas Dendriticas 34.25 + 2.08 26+ 1.0

(a) Media = S.E.M.
(b) Intervalo de 30 um [terciarias (rata) y finales (tortuga)]
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FIGURA 12. Frecuencia de disparo de las neuronas espinosas mediananas del
Paleostriatum augmentatum de la tortuga en presencia de solucion salina de rata y solucion
salina de tortuga. A) Cambios en la frecuencia de disparo de potenciales de accién como
respuesta a los diferentes pulsos de estimulacién, a un potencial de mantenimiento de -60 mV. B)
Pulsos de corriente despolarizante de diferentes intensidades aplicados. C) Curva Intensidad-
Frecuencia, donde se grafica la frecuencia inicial y final del tren de potenciales de accion. Los
registros bajo ambas condiciones se realizaron en la misma neurona.
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100 um

FIGURA 13. Identificacion morfolégica de las neuronas registradas
electrofisiologicamente en el Paleostriatum augmentatum de la tortuga. A) Neurona espinosa
mediana, observada con el aumento de 10X, estd célula es donde se realiz6 el registro
electrofisiolégico con el agonista D1, 6 CIPB, representado en el apartado de resultados.B)
Acercamiento de las espinas dendriticas de la NEM, observado con el aumento de 40X.C) Neurona
estriatal no espinosa, aumento 10X D) Acercamiento de la neurona no espinosa, visualizada con el
aumento de 40X. E) Neurona espinosa mediana, observada con el aumento de 10X. F) Acople de
dos NEM’s. Es en esta célula donde se realizé el registro electrofisiolégico con el agonista D2,
Quinelorane, mostrado en resultados Todas las neuronas fueron visualizadas con la técnica
biocitina-avidina-biocitina (ABC) conjugado a peroxidasa.
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Modulacion en la frecuencia de disparo de las neuronas
espinosas medianas de tortuga por activacion de los receptores

dopaminérgicos D1y D2.

En la figura 14 se muestran trenes de potenciales de accion ante la
inyeccion de 3 pulsos de corriente despolarizante de diferente intensidad asi como
la relacion intensidad-frecuencia tanto en situacion control como en presencia de 6
CIPB 2 uM, se puede observar claramente que este agonista dopaminérgico tipo
D1 provoco un incremento en la frecuencia de disparo en un 23.81 + 3.69 % con

respecto al control (n=4, p<0.05, t de Student) tanto en la inicial como en la final.

Por otro lado el agonista dopaminérgico tipo D2 (Quinelorane 10 uM)
produjo una disminucion en la frecuencia de disparo de la NEM en un 29.94 + 4 .41

% (n=6, p<0.05, t de Student) con respecto al control, provocando un corrimiento

de la curva hacia la derecha, esto se representa en la figura 15.

Estos resultados sobre la modulacion de disparo de las NEM’'s por
activacibn de ambos receptores dopaminérgicos son muy similares a los
reportados para aves y mamiferos (Hernandez-Lopez et al, 1997; Ding y Perkel,

2002 y Pérez- Garci, 2003)
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FIGURA 14. Modulacion de la frecuencia de disparo de las neuronas espinosas
mediana del Paleostriatum augmentatum de la tortuga por el agonista D1 6 CIPB. A) Cambios
en la frecuencia de disparo de potenciales de accién como respuesta a los diferentes pulsos de
estimulacién, a un potencial de mantenimiento de -60 mV. B) Pulsos de corriente despolarizante de
diferentes intensidades aplicados. C) Curva Intensidad-Frecuencia donde se grafica la frecuencia
inicial del tren de potenciales de accion. D) Gréfica de lineas pareadas que muestra el cambio de
frecuencia en diferentes células medido en la I-F media de toda la muestra antes y después de
aplicar el agonista D1. * Datos significactivos con respecto al control.
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FIGURA 15. Modulaciéon de la frecuencia de disparo de las neuronas espinosas
medianas del Paleostriatum augmentatum de la tortuga por el agonista D2 quinelorane. A)
Cambios en la frecuencia de disparo de potenciales de accion como respuesta a los diferentes
pulsos de estimulacion, a un potencial de mantenimiento de -60 mV. B) Pulsos de corriente
despolarizante de diferentes intensidades aplicados. C) Curva Intensidad-Frecuencia donde se
grafica la frecuencia inicial del tren de potenciales de accion. D) Grafica de lineas pareadas que
muestra el cambio de frecuencia en diferentes células medido en la I-F media de toda la muestra
antes y después de aplicar el agonista D2.* Datos significativos con respecto al control.
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Modulaciéon de la meseta de calcio en las neuronas espinosas
medianas de tortuga por activacion de los receptores

dopaminérgicos D1y D2.

Debido a que la entrada de calcio al interior de la NEM juega un papel
importante en la regulacion de la frecuencia de disparo (Galarraga et al, 1989), del
mismo modo se ha reportado en mamiferos que la activacion de receptores D1 y
D2 modulan la frecuencia de disparo principalmente promoviendo e inhibiendo
respectivamente la generacion de mesetas despolarizantes prolongadas (cientos
de milisegundos), mediadas principalmente por conductancias de calcio tipo L,
cuando el potencial de membrana se mantiene a niveles despolarizados (> -60
mV) (Hernandez-Lépez et al, 1997 y Pérez- Garci, 2003), en este trabajo se
decidi6 verificar si en la modulacién de la frecuencia de disparo de las NEM's de
tortuga por activacion de los receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 también

estan participando las conductancias de calcio tipo L.

Como se muestra en la figura 16 el agonista D1 aumenta la probabilidad de
aparicion y duracién de la meseta de calcio con respecto al control (n=6), un
efecto contrario es producido por el agonista D2 que reduce la meseta de calcio
(n=4), lo cual es mostrado en la figura 17. Tales resultados son reportados
también para mamiferos (Hernandez-Lépez et al, 1997 y Pérez- Garci, 2003), lo
que nos permite inferir que probablemente los receptores dopaminérgicos D1y D2
también en tortuga modulan la frecuencia de disparo de las NEM’'s a través de la

regulacion de las conductancias tipo L.
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FIGURA 16. Modulacién de la meseta de calcio las neuronas espinosas medianas del
Paleostriatum augmentatum de la tortuga por el agonista D1 6-CIPB. A) Meseta de calcio en
condicion control y en presencia del agonista D1 a un potencial de mantenimiento de -45 mV. B)
Pulso de corriente despolarizante aplicado.
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FIGURA 17. Modulacion de la meseta de calcio las neuronas espinosas medianas del
Paleostriatum augmentatum de la tortuga por el agonista D2, quinelorane. A) Meseta de
calcio en condicién control y en presencia del agonista D2 a un potencial de mantenimiento de -50
mV. B) Pulso de corriente despolarizante aplicado.
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DISCUSION

En el presente trabajo se muestra por primera vez el registro
electrofisiolégico de neuronas de los ganglios basales de reptiles. Esto resulta de
gran importancia, pues desde un punto de vista evolutivo las estructuras nerviosas
del cerebro de mamifero se originaron de ancestros reptiles, asi como de otros
mas antiguos. Por otro lado, los datos electrofisioldgicos arrojados por este trabajo
corroboran los datos neuroanatémicos e histoquimicos (Kiehn et al, 1992, Marin et
al, 1997; 1998, Medina y Reiner 1995; 1997, Reiner et al, 1983; 1984; 1998,
Richfield et al, 1987, Smeets 1992, Smeets y Gonzalez 2000, Smeets et al, 2003)
que plantean la similitud existente entre los ganglios basales de los amniotas,
sugiriendo que el estriado juega el mismo papel en las funciones motoras de

reptiles, aves y mamiferos.

Caracterizacidn electrofisiolégica de las neuronas espinosas

medianas de tortuga

Los resultados obtenidos en reptiles mostraron mucha similitud con las
NEM’s de mamifero, tanto en sus propiedades electrofisiolégicas como en la
modulaciéon funcional ejercida por el circuito dopaminérgico, esto nos permite
sugerir que la funcién motora de este nucleo (el estriado) ya estaba establecida
desde los primeros reptiles y que el proceso mas crucial, entonces, para el
incremento en el repertorio de las conductas motoras que permitieron el éxito

bioldgico de los mamiferos fue la aparicién de la neocorteza, lo cual enriquecio la
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integracion y complejidad del comportamiento motor de estos organismos (Reiner

et al,1984).

Por otro lado, los protocolos electrofisiolégicos mostraron bastante similitud
entre reptiles y mamiferos, sin embargo, los parametros electrofisiolégicos que
observamos de las neuronas espinosas medianas de tortuga son mas similares a
los reportados para aves que con los descritos en mamiferos (Farries y Perkel,
2000; Pineda, 1995), lo que nos permite suponer que la evolucion de la de las
funciones motoras moduladas por el estriado ocurrid de manera gradual y que las

diferencias son mayores de aves a mamiferos que de reptiles a aves.

La gran similitud entre las NEM’s de reptil y mamifero, como se ha
mencionado anteriormente, nos permiten suponer la alta conservacion funcional
de los ganglios basales entre los amniotas, sin embargo esto no implica que la

electrofisiologia de estas neuronas sea idéntica.

Probablemente las pequefas diferencias encontradas en los parametros
electrofisiolégicos podrian explicarse debido a las diferentes concentraciones
ionicas de las soluciones salinas utilizadas en los trabajos electrofisiolégicos del
cerebro de tortuga con respecto a las utilizadas en la rata, pues se ha visto que la
alteracion de algunas conductancias i6nicas afectan las propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas. Se ha reportado en algunos trabajos que los
parametros electroténicos de las neuronas neoestriatales cambian en funcién de la

concentracion de potasio, por ejemplo el bloqueo o variacion en la concentracion
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de este ion en el medio extracelular afecta algunas propiedades activas y pasivas
de las neuronas como la constante de tiempo de la membrana, la resistencia de
entrada, el umbral de disparo y el potencial de reposo entre otros parametros
(Bargas et al, 1988 y Reyes et al, 1998), pues modifica la dinamica de algunas
conductancias de potasio dependientes de voltaje. A este respecto se pueden
explicar las pequefas diferencias encontradas en la duracién del pospotencial
hiperpolarizante (AHP), y la rectificacion anémala entre tortuga y rata, ya que
estas caracteristicas estdn moduladas por las conductancias de potasio y en la
solucion salina de tortuga la concentracidn de este ion es mas elevada que en la

de rata (Pacheco-Cano et al, 1996)

Por otro lado, otra conductancia de gran importancia para la regulacion de
las propiedades de disparo de las neuronas son las corrientes de calcio (Galarraga
et al, 1989 y Pérez-Garci, 2003), otro i6n alterado en la solucién salina de tortuga
(mayor en la solucion salina de tortuga que en la solucion salina de rata). Se ha
visto que en las dendritas de las neuronas hay una gran densidad de canales de
calcio que permiten la generacién de potenciales dendriticos, estos potenciales de
calcio que presentan alto umbral, larga duracién y baja amplitud, viajan
electrotonicamente hacia el soma observandose en un registro intracelular
somatico como potenciales muy pequefios y en ocasiones como pequefias
protuberancias (Llinas y Sugimori, 1980a y b), muy probablemente estas son las
protuberancias o potenciales dendriticos, debido al incremento de calcio,

observados en las curvas I-V e I-F de tortuga sobre el potencial de membrana.
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Por otro lado, la amplitud del potencial de accidén disminuye y la duracion
del mismo aumenta ligeramente en la solucidén salina de tortuga, lo que nos
permite sugerir que la diferencia de estos parametros entre tortuga y rata se deben
probablemente a las diferentes soluciones salinas utilizadas, esto es apoyado por

el hecho de que el calcio modula estas propiedades de disparo de la neurona.

Caracterizacion morfologica de las neuronas espinosas medianas

de tortuga

Aunque la morfologia de las NEM's de tortuga es muy similar a las NEM’s
de rata, tienen mas similitud con las NEM’s de aves, pues el soma en estos
organismos también es mas pequeno que en la rata (9.3 um vs 15 um) y el arbol
dendritico es mayor alcanzando a cubrir hasta un area de 1 mm (Farries y Perkel,
2000). Es importante mencionar que Bennett y Wilson (2000) reportan un diametro
de 300 a 500 um para el arbol dendritico de la NEM de rata. En el presente trabajo
el tamano del arbol dendritico observado en el estriado de la rata fue de 364 um
(n=8), siendo ligeramente menor que el arbol dendritico de la tortuga (406 um), sin
embargo podemos observar que probablemente no es una diferencia significativa,
pues segun Bennett y Wilson, este valor cae dentro del rango para los
encontrados en la rata, ya que las NEM’s de rata tienen un arbol dendritico de

amplitud variable.

La mayor densidad de espinas que presentan las NEM’s de rata

probablemente se deben a una mayor cantidad de contactos sinapticos
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provenientes de las entradas, tegmentales, corticales y talamicas, este idea es
apoyada por el hecho de que a través de la evolucién los mamiferos desarrollaron
su primordio cortical transformandolo en una neocorteza de seis capas, la cual
suministra de mayores entradas excitatorias al estriado, permitiendo a su vez que
haya una mayor integracion del circuito motor, lo cual repercute también en una
mayor entrada taldmica hacia el estriado (Reiner et al, 1984 y 1998; Smeets et al,

2000).

Modulacion en la frecuencia de disparo de las neuronas
espinosas medianas de tortuga por activacion de los receptores

dopaminérgicos D1y D2

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue el determinar que tan
conservado se encontraba la funcion motora entre los amniotas estudiando
funcionalmente el circuito dopaminérgico, en relacién a su modulacion sobre la
frecuencia de disparo de las NEM’'s por activacion de los receptores
dopaminérgicos D1y D2. Los resultados mostraron que no hay cambios aparentes
en el efecto de estos receptores entre reptiles, aves (Farries y Perkel, 2000) y
mamiferos. Este hecho corrobora los estudios anatémicos que han sugerido que el
circuito sinaptico en los ganglios basales, y en particular el sistema dopaminérgico,
esta altamente conservado entre todos los cordados (Reiner et al, 1998), lo cual
nos permite sugerir que las funciones motoras entre los amniotas se han

conservado a lo largo de la evolucion.
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En este trabajo se observé el mismo efecto de la activacién de los
receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 sobre la frecuencia de disparo de las
NEM’s de la rata (Hernandez-Lopez et al, 1997; 2000; Misale et al, 1998; Nicola et
al, 2000; Pérez-Garci, 2003) con lo observado en este trabajo en las NEM’s de la
tortuga. El incremento de la frecuencia de disparo por la activacion de los
agonistas D1 fue mayor en la rata (Pérez-Garci, 2003) que en la tortuga (34% vs
23% respectivamente), de la misma manera se reporta un mayor decremento en la
frecuencia de disparo por los agonistas D2 en la rata que en la tortuga (39% vs
29% respectivamente), probalemente esto se debe a que hay una mayor densidad

de receptores dopaminérgicos D1y D2 en la rata que en la tortuga.

Modulacion en la meseta de calcio las neuronas espinosas
medianas de tortuga por activacion de los receptores

dopaminérgicos D1y D2

Muy posiblemente las conductancias involucradas en la modulacién
dopaminérgica de los amniotas son las mismas, siendo una de las mas
importantes las conductancias de calcio, pues como se ve en los resultados hay
una modulacién de las mesetas de calcio por la activacion de los receptores
dopaminérgicos tipo D1 y D2, reproduciéndose el mismo efecto que se ha
reportado para mamiferos (Pérez-Garci et al, 2003) en las tortugas. Sin embargo,
en aves no se ha visto la participacién que tienen las conductancias de calcio, una
diferencia importante en la modulacion de la frecuencia de disparo por activacion

de los receptores D1 entre aves y mamiferos, es que en aves aumenta la
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excitabilidad de la NEM, aun en potenciales hiperpolarizados (Ding y Perkel,
2002), mientras que en mamifero no sucede esto (Hernandez-Lopez et al, 1997).
En tortuga, habria que verificar si este efecto del D1 se repite a potenciales de
membrana hiperpolarizados, y poder explorar que otras conductancias a este

potencial de membrana estan actuando para modular la frecuencia de las NEM’s.

De esta manera, los resultados mostrados en el presente trabajo nos
permiten sugerir la idea general de que el efecto modulador de la excitabilidad de
las NEM’s del estriado por activacion de los receptores dopaminérgicos D1 y D2
es similar en los amniotas y por lo tanto que la inervacion dopaminérgica es un

mecanismo de modulacion estriatal altamente conservado en estos organismos.

Lo anterior reafirma la idea de que la evolucion de los ganglios basales
pudo haberse dado en diversas etapas a lo largo de la evolucion de los
vertebrados y que aunque durante este proceso la integracién de la informacion
fue haciendose mas compleja, repercutiendo en las funciones motoras, el papel
funcional de la inervacién dopaminérgica ya estaba establecido desde los primeros
amniotas. Aparentemente el principal detonador del desarrollo de los ganglios
basales ocurrio en la transicion del medio acuatico al medio terrestre, es decir en
la transicidén entrre anfibios y reptiles (Marin et al 1997; 1998; Reiner et al, 1998).
La causa de ello, seria que el desarrollo de conductas locomotoras en el medio
ambiente acuatico se encuentra muy limitado, si lo comparamos con la gran
diversidad de patrones conductuales de los animales terrestres. Por lo que habria

que verificar si esta modulacién dopaminérgica no cambia en la transicion
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evolutiva de anamniotas a amniotas, realizando estos experimentos en los

organismos filogenéticamente inferiores mas proximos, los anfibios.
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CONCLUSIONES

e En general los parametros electrofisiolégicos de las neuronas espinosas
medianas del Paleostriatum augmentatum de reptiles y del neoestriado de
mamiferos fueron muy similares, corroborando asi los datos neuroanatémicos e
histoquimicos que plantean bastante similitud entre los circuitos sinapticos de

ganglios basales de los amniotas.

e Algunas de las pequenas diferencias electrofisioloégicas encontradas entre las
neuronas espinosas medianas de reptiles y mamiferos probablemente pueden
explicarse a las diferencias en las concentraciones idnicas de las soluciones
salinas utilizadas para los registros electrofisiolégicos, dos conductancias
ionicas de gran importancia que podrian estar involucradas principalmente en la
alteracion de estas propiedades electrofisioldgicas son las conductancias de

potasio y de calcio.

e La morfologia de las NEM’s de tortuga fue muy parecida a las NEM’s de rata,
sin embargo, entre las pequefas diferencias se encontré que el soma de las
NEM's de tortuga fue menor, el arbol dendritico presenté menos ramificaciones
con una extension ligeramente mayor, presentando una menor densidad de

espinas que las NEM's de rata.

e El receptor dopaminérgico D1 aumenté la frecuencia de disparo de la NEM del

Paleostriatum augmentatum de la tortuga en un 23.81 + 3.69 % (n=4, p<0.05, t

71



de Student), mientras que la activacién del receptor D2 la disminuyd en un
2994 + 441 % (n=6, p<0.05, t de Student). Esta modulacién muy
probablemente involucra las conductancias de calcio tipo L, al igual que en
mamiferos, pues el agonista D1 aumentd la meseta de calcio de la NEM,
contrario al efecto provocado por el agonista D2, ya que este ultimo la

disminuy®.

En general, los resultados electrofisiolégicos arrojados por este trabajo nos
permiten apoyar la idea de que la inervacion dopaminérgica modula las
funciones motoras por activacién de los receptores D1 y D2 de la misma forma
en todos los amniotas. Los ganglios basales de dichos organismos no sélo han
conservado fuertemente la integridad del circuito sinaptico, sino también los

diferentes aspectos funcionales de los mismos.
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AA
AC
AchE
ADVR
AF
AMPA
AMPc
CHAT
DA
DARP-32
DVR
ENK
FS
GABA
GB

LA
LPO
LTS
MOR
NEM’s
NMDA
PA
PCL
Pl
PKA
PP-1
SNc
SNr
SP
™
VTA

ABREVIATURAS

Acido araquidénico

Adenilato ciclasa

Acetilcolinesterasa

Cresta ventricular anterior-dorsl
Interneuronas de disparo rapido sin espinas
Alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazole-4-propionato
Adenosin monofosfato ciclico
Colin-acetiltransferasa

Dopamina

Fosfoproteina de 32 KD regulada por AMPc-DA
Cresta ventricular dorsal

Encefalinas

Interneuronas de disparo rapido

Acido y-aminobutirico

Ganglios Basales

Interneuronas de pospotencial grande
Lobulo paraolfatorio

Interneuronas con espigas de bajo umbral
Receptores a opiaceos tipo p

Neuronas espinosas medianas
N-metil-D-aspartato

Paleostriatum augmentatum

Fosfolipasa C

Fosfatidil-inositol

Proteina cinasa dependiente de AMPc
Proteina fosfatasa 1

Susbtancia nigra pars compacta
Susbtancia nigra pars reticulata
Susbtancia P

Dominio transmembranal

Area tegmental ventral
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