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RESUMEN

El presente trabajo fue hecho con la finalidad de contribuir al
conocimiento de la accion tanto de los agonistas como de los antagonistas
GABAérgicos, asi como la forma por la cual los canales de Ca®" modulan
presinapticamente las entradas corticostriatales en esta sinapsis.

Las aferentes corticales que proyectan hacia el neostriado de los
cordados liberan glutamato, dicha liberacién puede ser modulada por diferentes
neuromoduladores, como el &cido y-aminobutirico (GABA), que actuan
bloqueando conductancias de Ca**. Por lo que el propésito del presente trabajo
consiste en determinar la modulacion de la liberacion de neurotransmisores
producida por la activacion de receptores GABAérgicos en el Paleostriatum
augmentatum e identificar los canales de Ca®* en la transmision glutamatérgica
corticostriatal de la tortuga que son modulados por la activacién de receptores
GABAérgicos. Se obtuvieron registros mediante las técnicas extracelulares de
amplificacion y registro convencionales en el Paleostriatum augmentatum de
rebanadas de cerebro de tortuga Trachesmys scripta elegans, evocados por
estimulacion cortical. Se utilizé el paradigma experimental de facilitacion por
pulso pareado (FPP) para establecer el papel de la modulacién GABAérgica asi
qué canales de Ca*" que participan en esta modulacién. Para ello se aplicaron
agonistas y antagonistas GABAérgicos asi como toxinas peptidicas especificas
para bloguear los diferentes canales de Ca®". Al igual que en los mamiferos, la
aplicacion del agonista GABA,, el muscimol (5 mM) incremento la amplitud de
las respuestas S; y S», pero sin producir cambios en la FPP, lo que sugiere que
los receptores GABAA actlan postsinapticamente; asimismo, la aplicacion del
agonista GABAg, el baclofen (1 uM) produjo un incremento en la FPP,
dependiente a la concentracion utilizada, o que sugiere que los receptores
GABAg acttian presinapticamente. Por otro lado el bloqueo de canales de Ca?*
con w-Agatoxina TK (o-AgTx-TK), bloqueador de canales de calcio tipos P/Q, y
la w-Conotoxina GVIA (0-CgTx-GVIA), bloqueador de canales de calcio tipo N
produjeron también un incremento en la FPP. El incremento en la FPP fue
mayor con ®-CgTx-GVIA (1 uM) que con ®-AgTx-TK (400 nM), sugiriendo la
presencia de estos canales en las terminales corticostriatales de la tortuga. Por
otro lado, la inhibicién presinaptica producida por la activacion de receptores
GABAg fue ocluida por o-CgTx-GVIA, mientras que la o-AgTx-TK no tuvo
efecto en esta oclusion, a diferencia de lo que se observa en mamiferos.
Tomados en conjunto los datos sugieren que canales de Ca®* tipo N y P/Q
estan presentes en las terminales nerviosas corticostriatales de la tortuga al
igual que en los mamiferos. Sin embargo, al parecer existe un mayor nimero
de canales de Ca*' tipo N, participando activamente en la modulacién
presinaptica GABAérgica. Mientras que los canales de Ca®* tipo P/Q al parecer
no participan en esta modulacion, al contrario de lo que ocurre en los
mamiferos. Sin embargo, durante en etapas tempranas del desarrollo, los
mamiferos modulan la accién del baclofen mediante estos canales, siendo un
caso mas en el que la ontogenia recapitula la filogenia.

Palabras clave: modulacién presinaptica, evolucién, canales de Ca®*, GABA,
tortuga, Paleostriatum augmentatum.



INTRODUCCION

El estriado es una de las estructuras mejor conservadas a lo largo de la
escala filogenética, ademas de que es poco lo que se conoce acerca de la
transmision sinaptica en grupos diferentes de cordados. Este trabajo se realizo
con la finalidad de determinar la modulacibn de la liberacion de
neurotransmisores producida por la activacion de receptores GABAérgicos en
el Paleostriatum augmentatum de un reptii como la tortuga, ademéas de
contribuir al conocimiento de la accién tanto de los agonistas como de los
antagonistas GABAérgicos en uno de los nucleos nerviosos mas importantes
en el SNC: El Paleostriatum augmentatum, que es equivalente al cuerpo
estriado de los mamiferos (Reiner, et al., 1998); asi como la forma por la cual
los canales de Ca?* modulan presinapticamente las entradas corticostriatales
en esta sinapsis, para asi poder establecer diferencias y similitudes entre estos
resultados y los ya obtenidos previamente en nuestro laboratorio en el estriado

de mamiferos (Barral, et al., 2000; 2001).

La transmisién sinaptica

El mecanismo por el cual la informacion es transferida de una neurona a
otra es la transmision sinaptica (Katz, 1966), la cual ocurre en sitios
especializados denominados sinapsis, a través de las cuales se establecen
microcircuitos neuronales y redes, las cuales son el sitio de comunicacion entre
las neuronas (Johnston y Wu, 1995). Existen dos tipos de sinapsis, eléctricas o
quimicas de acuerdo al mecanismo de transmision. En la sinapsis eléctricas el
cambio en el potencial de membrana es conducido por una via de baja

resistencia denominada unién estrecha o union comunicante, formada por



conexinas, es rapida y frecuentemente bidireccional (Simon y Goudenough,
1998). En la sinapsis quimica se utiliza una substancia transmisora con la que
la neurona presinaptica se comunica con la postsinaptica, esta substancia
transmisora es sintetizada por la neurona presinaptica, almacenada en
vesiculas sinapticas y liberada al espacio extracelular (Katz, 1966; Kandel, et
al., 2000; Barral, et al., 2000). La probabilidad de liberacién se incrementa
poderosamente cuando la terminal nerviosa es depolarizada (Hammond, 2001;
Kandel, et al., 2000), esto quiere decir que se trata de una exocitosis regulada
por sensores del cambio en la concentracién interna de Ca®* (Hammond, 2001;
Kandel, et al., 2000), y cabe destacar que en condiciones de reposo la
probabilidad de liberar una vesicula es muy baja, sin embargo no es nula

(Hammond, et al., 2001; Kandel, et al., 2000).

La llegada de un potencial de accién a la terminal presinaptica provoca
un incremento en la permeabilidad al Ca®*, lo que permite la entrada de Ca?*
extracelular a través de una gran cantidad de canales concentrados en cada
sitio de liberacién (Fassio, et al., 1996; Burgoyne y Morgan, 1998; Barral, et al.,
2001), y por consiguiente se promueve la liberacidn por exocitosis del
neurotransmisor contenido en las vesiculas. El neurotransmisor liberado, que
puede ser GABA, glutamato, glicina, acetilcolina, dopamina y serotonina,
reacciona con receptores especificos de la célula postsinaptica, que a su vez
generan corrientes sinapticas que provocan cambios en el potencial de
membrana de ésta célula, debido a la apertura de canales dependientes de
voltaje en ésta region, y si el cambio en el potencial de dicha célula es

suficiente para sobrepasar el potencial umbral de disparo de la célula antes



mencionada, entonces se inicia un potencial de accidn postsinaptico (Johnston

y Wu, 1995; Kandel, et al., 2000).

Canales de Ca®*

Los canales de Ca®** dependientes de voltaje (CCDV) han sido
clasificados de acuerdo a sus propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas
en cinco tipos esenciales denominados T, L, N, P/Q y R. Los canales T son
activados a potenciales cercanos al potencial de membrana (tipicamente a
potenciales mas negativos de -50 mV); los canales restantes requieren
mayores voltajes de activacion (Catterall, 1998). Tipicamente los canales N y
P/Q se co-localizan junto a las series de vesiculas ancladas en la sinapsis
donde controlan la exocitosis, esto puede ser demostrado por la sensibilidad de
varios tipos de neurotransmisores a bloqueadores especificos de esos canales
(Miller, 1998; Wu y Saggau, 1997). Los canales R han sido los menos
caracterizados debido a su insensibilidad a bloqueo farmacoldgico. Los canales
mas abundantes son los canales L, particularmente en las células musculares
tanto esqueléticas como cardiacas donde juegan un papel esencial en el
mecanismo de acople excitacidon-contraccién, aunque también estan presentes
en las terminales nerviosas (Barral, et al., 2001; Catterall, 1998; Hammond, et

al., 2001; Wu y Saggau, 1997).

El papel del Ca** en la liberacién

La liberacion de neurotransmisor de vesiculas sinapticas es inducida por

el influjo de Ca** en los CCDV (Fassio, et al., 1996), y la rapidez de esta



respuesta recae en la estrecha proximidad de los sitios en los cuales la
exocitosis ocurre y los sitios de influjo de Ca®". En condiciones de reposo la
concentracién intracelular de Ca** no es mayor de 107 o 10® M, que es al
menos 10,000 veces menor que la concentracién de Ca* extracelular (Penner,
et al., 1993; Hammond, 1996). La despolarizacion producida por la llegada de
un potencial de accion a la terminal presinaptica, provoca un cambio en la
concentraciéon interna de Ca®*, ya sea por la entrada de Ca*" extracelular
debida a la activacion de los CCDV (Wheeler, et al., 1994a y b; Barral, et al.,
2000; 2001) o por la liberacion de Ca?* de sitios de almacenamiento
intracelulares (Meldolesi, et al., 1988). La entrada de Ca*" extracelular a través
de CCDV es necesaria para producir la exocitosis de neurotransmisor (Flores-
Hernandez, et al., 1997; Zimmerman, 1993), el nimero de iones de Ca?** que
entran por unidad de tiempo depende de: a) el nimero de canales de Ca?'
abiertos, los cuales dependen de la actividad presinaptica, b) el nUmero de
canales de Ca®* susceptibles de activacion y c) la activaciéon de canales de K*
(Hammond, 2001). No todos los canales de Ca®*" estan asociados a la
liberaciébn de neurotransmisor, por ejemplo en la sinapsis cortico-estriatal los
canales L y T no participan directamente o su participacion no es significativa
(Bargas, et al., 1998; Barral, et al., 2001), sin embargo los canales L son
susceptibles de ser modulados por diversos farmacos (Barral, et al., 2001). La
modulacién presindptica debido a la activacion de los receptores GABAg
involucra proteinas G que sefializan e inhiben presinapticamente a los canales
de Ca?*, lo que provoca una reduccion en la liberacién de neurotransmisores
(Misgeld, et al., 1995; Wu y Saggau, 1997; Barral, et al., 2000), ademas de que

se ha propuesto que la activacion de receptores GABAg presinapticos inhibe la



entrada de Ca*" extracelular modulando los canales de calcio dependientes de
voltaje (CCDV) (Chen y Van-den-Pol, 1998; Hirata, et al., 1995; Takahashi, et

al., 1998).

Evolucion de los ganglios basales

Existen numerosas similitudes en la organizacién de los ganglios basales
(GB) de vertebrados amnidticos (reptiles, aves y mamiferos), por lo que se
piensa que esta organizacion ya estaba presente en los antepasados de este
tipo de animales, de aqui la importancia del estudio en estas estructuras.
Ademas, se ha sefialado que deben existir diferencias mayores en la
organizaciéon de los GB entre los amniotas y anamniotas actuales (peces y
anfibios), sugiriendo que el buen desarrollo de los ganglios basales se llevo a
cabo Unicamente en la transicion evolutiva de anamniotas a amniotas. Las
caracteristicas de la organizacion fundamental de los GB tal como se observa
en los organismos amnioéticos, ya se observa en el cerebro de los anfibios,
cuyos antepasados dieron origen a vertebrados como los reptiles desde el
periodo carbonifero (Marin, et al., 1998a y b; Reiner, et al., 1998). Al igual que
en los mamiferos, los sistemas estriato-palidal dorsal y ventral tanto de reptiles
como de aves tienen distintas conexiones con el cerebro anterior, el cerebro
medio y el istmo, lo que permite suponer que hay una participacion de circuitos
parcialmente segregados en el sistema estriato-palidal tanto dorsal como

ventral en todos los amniotas (Smeets, et al., 2000).

Dos poblaciones principales de neuronas de proyeccién han sido

identificadas en las regiones dorsal y ventral del estriado de todos los amniotas,



estos dos tipos de neuronas de proyeccion son espinosas de tamafio medio, y
liberan GABAg, pero difieren en el contenido de aminoacidos (Albin, et al.,
1989; Graybiel, 1990; Reiner y Anderson, 1990; Reiner, et al., 1999), ademas
de las neuronas espinosas de proyeccion (las cuales constituyen cerca del 90%
de las neuronas del estriado en los mamiferos) el estriado dorsal y ventral de
los amniotas contiene varios tipos de circuitos neuronales locales, un tipo esta
constituido por neuronas espinosas colinérgicas que estan presentes en
amniotas y al menos en algunos anfibios (Vincent y Reiner, 1987; Hoogland y
Vermeulen-Van der Zee, 1990; Woolf, 1991; Medina, et al., 1993; Medina y
Reiner, 1994; Marin, et al., 1997). Sin embargo, aunque la presencia de las
neuronas colinérgicas en el estriado y el ndcleo accumbens parece ser una
caracteristica comun en los tetrapodos, hay diferencias importantes entre las
especies en cuanto al numero, localizacion y fisiologia de éstas células
(Hoogland y Vermeulen - Van der Zee, 1990; Henselmans, et al., 1991; Medina,
et al.,, 1993; Marin, et al.,, 1997). No obstante la presencia de neuronas
colinérgicas en al menos algunos anfibios implica que ya en tetrapodos
primitivos las interacciones dopamina-acetilcolina podrian haber sucedido en el

estriado desde etapas muy tempranas (Reiner, et al., 1998).

En los mamiferos se reconocen al menos tres poblaciones diferentes de
neuronas GABAérgicas, que se distinguen basandose en el contenido quimico
(Wilson, 1998; Reiner, et al., 1998; Kita, 1993; Surmeier, et al., 1988): (1)
células GABAérgicas conteniendo parvalbumina; (2) células GABAérgicas
conteniendo somatostatina; (3) células GABAérgicas conteniendo 6xido nitrico

sintetasa y neuropéptido-Y (Kawaguchi, et al., 1995; Figuraueredo — Cardenas,



et al., 1996), el estriado de anfibios, reptiles y aves también contiene células
gue son inmunorreactivas a algunas de esas substancias (Marin, et al., 1998a y
b; Reiner, et al., 1998), pero no se sabe si la funcién de las interneuronas
estriatales GABAérgicas es similar a lo observado en los mamiferos, aunque la
gran similitud de los circuitos sinapticos estriatales hace suponer que deben ser
muy parecidos entre si (Reiner, et al., 1998). A pesar de la falta de evidencia
directa por estudios que apliquen la técnica de doble marcado, es posible decir
que los circuitos locales de neuronas estaban ya presentes en el cerebro de
tetrapodos antiguos y que el nimero de las poblaciones de células estriatales
parece haber aumentado marcadamente a lo largo de la evolucién (Smeets, et

al., 2000).

Circuito de los ganglios basales

En particular, cuando hablamos de los GB de los mamiferos, nos
referimos principalmente al cuerpo estriado que es el principal nucleo de
entrada a los GB, y al globo péalido que forman parte de la porcion basal del
telencéfalo. Actualmente se incluyen dentro de los GB a la sustancia nigra
(SN), sustancia nigra pars reticulata (SNr), sustancia nigra pars compacta
(SNc), el area ventral tegmental (AVT), y el nucleo subtaldmico (NST), debido a
su cercana relacion tanto anatomica como funcional con el estriado y el pélido

(Chesselet y Delfs, 1996; Reiner et al, 1998; Wilson, 1998).

El neoestriado constituye la principal entrada a los ganglios basales,
pues las fibras aferentes que ingresan al neostriado provenientes de la corteza

sensorial, motora y de asociacion liberan glutamato (McGeer, et al., 1977;



Molina, et al., 1999), y producen un patron anatomico descrito por Ramén y
Cajal como dendritico cruciforme (Wilson, 1998), lo que significa que la fibra
establece un curso relativamente recto a lo largo del tejido, cruzando sobre
dendritas y dejando sinapsis en passant. Pero cabe destacar que esta no es la
Gnica via para recibir informacion, también recibe informacién de los nucleos
intralaminares del talamo, recibe entradas dopaminérgicas de la (SNr) y
entradas serotonérgicas del nucleo del Rafé dorsal, asi como entradas del
nacleo basolateral de la amigdala para el nucleo accumbens (Lovinger y Tyler,
1996). Se sabe que la mayor parte de las neuronas del neostriado son
neuronas de proyeccion, que reciben el nombre de espinosas medianas por el
gran numero de espinas dendriticas que presentan, y casi la mitad de estas
neuronas proyectan Unicamente al segmento externo del globo palido formando
la via indirecta, co-liberando encefalinas (ENK); mientras que la otra mitad
proyecta al globo pélido interno y a la SNr, co-liberando Sustancia-P (SP),
formando asi la via directa (Misgeld, et al., 1979; Smith, et al., 1998; Wilson,
1998); asimismo los axones de estas neuronas sintetizan, almacenan vy liberan
acido y-amino butirico (GABA). Ademas existen otras estirpes neuronales
cuyos axones se quedan en el neoestriado, estableciendo los diversos tipos de
interneuronas propias de este ndcleo, cuyas caracteristicas se han
determinado por registros intracelulares, técnicas de identificacion
inmunocitoquimica, con base al contenido de neuromoduladores vy
neurotransmisores que poseen, describiéndose de esta manera: interneuronas
colinérgicas grandes (2% de las células del neoestriado), células en canasta,
que contienen GABA y parvalbumina (células no-espinosas que rodean a los

somas de las neuronas espinosas medianas son cerca del 3 al 5% del total de



la poblacion neuronal) (Kita, 1993), células que contienen GABA, somatostatina
y oxido-nitrico sintetasa (representan menos del 2% de la poblacion neuronal)

(Di-Figuralia y Aronin, 1990; Takagi, et al., 1983; Wilson, 1998).

En los reptiles las proyecciones corticales al estriado no se han
estudiado en tanto detalle como en mamiferos y aves, pero se sabe que las
proyecciones corticostriatales surgen de las partes visual, somatosensorial y
auditiva del palio telencefélico, y hay cierta evidencia de que esta proyeccion es
glutamatérgica. Tampoco han sido identificadas proyecciones del palido hacia
el talamo dorsal, aunque de la misma forma en que ocurre con los mamiferos, y
aves, en los reptiles un grupo de nucleos talamicos dorsales proyecta al
estriado, ademas de que parece haber nucleos intralaminares de la linea media
de los mamiferos, los cuales tienen similitudes en cuanto a su histoquimica,
topografia y eferencias, aunque una proyeccion del palido hacia este no ha sido
demostrada. Tanto en aves como en reptiles el estriado esta localizado mas
ventral y las regiones del palio descansan inmediatamente dorsal a este,
separadas por una lamina compuesta de células sin fibras, mientras que el
tejido palial inmediato es la llamada cresta dorsal ventricular (DVR). Al igual
que en las ratas, las interneuronas parvalbuminérgicas estriatales de las
palomas y de las tortugas parecen ser especialmente ricas de entre todas las
neuronas estriatales en cuanto a la cantidad de receptores AMPA, compuestos
de subunidades GIuR; y GluR4, mientras que las neuronas estriatales de
proyeccién son ricas en subunidades GluR;, GIuR; y GIuR3. Al igual que en la
aves, en los reptiles algunos nucleos talamicos dorsomediales proyectan al

estriado y tienen proyecciones esparcidas hacia areas corticales, tales como el



Wulst y partes de la DVR, en el caso de las aves, y la corteza dorsal, el
engrosamiento palial y la DVR en el caso de los reptiles (Reiner et al, 1998). Se
ha encontrado que la magnitud de la aferencia de ENK a las neuronas
dopaminérgicas tegmentales varia entre mamiferos y reptiles, con una
aferencia mas prominente en serpientes, algunas lagartijas y en los primates.
No obstante las neuronas de la SNr en aves y reptiles si reciben aferencia
estriatal de SP, y como en los mamiferos estas terminales de origen estriatal

contactan neuronas de la SNr que son presumiblemente GABAérgicas.

En aves y reptiles la hipocinesia puede ser producida por la destruccion
de neuronas dopaminérgicas tegmentales, ademas de que parece tener sus
bases en una anormalidad en la actividad del circuito estriado-palido-talamo,
similar a lo que ocurre en los mamiferos. Las neuronas estriato-palidales que
producen SP son muy abundantes en aves y reptiles, y pareciera ser que
tienen un papel importante en el circuito motor que promueve el movimiento
voluntario. Es posible que la ruta estriado-palido-subtdlamo que contiene ENK
esté involucrada en la supresion de movimientos involuntarios en aves, y
reptiles, como en el caso de los mamiferos, por lo que una activaciéon
concomitante de un conjunto apropiado de neuronas puede ser necesario para
promover el movimiento voluntario e inhibir movimientos involuntarios en aves,
reptiles y mamiferos, aunque la ruta de los GB al cerebro medio via la SNr en
estas tres clases de organismos también puede estar involucrada en promover

el movimiento voluntario.



La evolucion de los circuitos sinapticos en los ganglios basales de

cordados

Los GB han recibido mucha atencion durante las ultimas 3 décadas
debido a su relevancia clinica, y gracias a este interés se ha incrementado la
comprension de la estructura, organizaciéon y funcién de esta estructura
cerebral. La mayor parte de la investigacion se ha concentrado en los GB de
los mamiferos, ya que estos son altamente complejos y muchos aspectos de su
organizacion funcional es exclusiva a esta clase de vertebrados, aunque un
ndamero considerable de estudios se han llevado a cabo en vertebrados no
mamiferos, en particular reptiles y aves. Un andlisis comparativo de la
organizacion de los GB de aves, reptiles, y muy recientemente en anfibios ha
revelado que la evolucion de los GB en los tetrdpodos estd mucho mas
conservada de lo que se pensaba anteriormente (Marin, et al., 1998a y b), pero
no solo en cuanto a la organizacion, sino también a que son muy similares en
cuanto a las conexiones y las localizaciones celulares de muchos
neurotransmisores, por ejemplo los anfibios actuales poseen un patrén de
organizaciéon de los GB muy similar al de los reptiles, aves y mamiferos
modernos, lo que hace pensar que las estructuras de los GB estaban
probablemente presentes en el cerebro de tetrapodos ancestrales y que su
organizacion comparte muchas caracteristicas con los tetrdpodos extintos,
aungue esta estructura parece haber diferido en muchas formas en cuanto a su
conectividad y la citoarquitectura en amniotas, implicando un cambio mayor en
los GB y en su grado de organizacion en la transicion evolutiva de anfibios a
reptiles. Estudios recientes sobre las conexiones, la quimioarquitectura y el

desarrollo del cerebro anterior basal de los anfibios ha revelado que los



vertebrados comparten un patrén comudn en la organizacion de los GB, uno de
estos patrones son las similitudes en las conexiones en cuanto a la distribucion
de los marcadores quimicos como dopamina, SP y ENK del estriado y del
palido, asi como similitudes en el desarrollo y la expresion de los genes
homeobox (Puelles y Rubenstein, 1993). La evoluciéon de las aferentes
talamicas al estriado se ha relacionado a la expansion de la corteza vy,
consecuentemente a la elaboracion del sistema corticostriatal. La existencia de
entradas sensoriales directas del talamo al estriado parece ser una
caracteristica primitiva de los GB en los tetrapodos, y también parece que el
estriado de los tetrdpodos ancestrales fue el blanco de las proyecciones del
complejo talamico nuclear dorsal, el cual recibe entradas de naturaleza diversa,
ademas de que es importante sefialar que el estriado es la estructura mas
receptiva de los GB en todos los tetrapodos y recibe sus principales entradas
de la corteza (o palio), el talamo, asi como de las neuronas dopaminérgicas del
complejo del area ventral tegmental-sustancia nigra. El circuito funcional de los
GB también es muy parecido en todos los amniotas, aunque los GB parecen
haber pasado por una elaboracién mayor durante la transicion evolutiva de
anfibios a reptiles. Esta elaboracion pudo haber permitido a los amniotas
aprender y/o ejecutar un repertorio mas sofisticado de conductas y
movimientos, lo que pudo haber sido un elemento importante en la exitosa
adaptacion de los amniotas a un habitat completamente terrestre. Aunque el
linaje de los mamiferos, parece haber divergido de algin modo del linaje de los
sauropsidos (reptiles y aves) con respecto al surgimiento de la corteza cerebral
como blanco principal del circuito de los GB dedicado a la ejecucién del control

del movimiento.



La modulacion GABAérgica

El GABA es quizas el mas importante neurotransmisor inhibitorio en el
sistema nervioso central (SNC) y el sistema periférico (Princivalle, et al., 2001;
Sivilotti y Nistri 1991), y es posible que mucha de la entrada inhibitoria al SNC
mediada por GABA es posible de que se origine en la SNR. Hasta la fecha se
han descrito tres tipos de receptores GABAérgicos: GABAA, GABAg, y GABAC.
En el neoestriado el GABA es liberado por las neuronas de proyeccion y por
varios tipos de interneuronas (Wilson, 1998). En el neostriado, el GABA actia
sobre receptores GABAA y GABAg. La activacion de receptores GABAg en la
sinapsis cortico-estriatal produce inhibicion presinaptica en la liberacion de
glutamato (Kamatchi y Ticku, 1990; Nisenbaum y Berger, 1992a y b; 1993;
Barral, et al., 2000), en las interneuronas colinérgicas estriatales (De-Boer y
Westernik, 1994) y en terminales dopaminérgicas que llegan al neoestriado
(Smolders, et al., 1995), lo que provoca que también se afecte la liberacion de
GABA por activacion de autorreceptores (Seabrook, et al., 1991; Bowery, 1993;
Misgeld, et al., 1995), pero esto no es exclusivo de estas sinapsis, ya que los
receptores GABAg existen en las terminales sinapticas de sinapsis inhibitorias y
su activacion suprime la liberacion de GABA en el hipocampo (Harrison, 1990;
Thompson y Gahwlier, 1992); cabe advertir que la activacion de los receptores
GABAg presinapticos puede deprimir aferencias tanto excitatorias como
inhibitorias (Davies, 1981; Dutar y Nicoll, 1988b; Harrison, et al., 1988), en
respuestas postsinapticas estos receptores pueden propiciar una corriente
depolarizante de Ca**, mientras que durante procesos actividad-dependientes,
el GABA liberado de una terminal axénica activa los receptores GABAg de los

astrocitos, los cuales controlan la liberacidén de glutamato; otra funcién de estos



receptores es que los receptores GABAg presinapticos inhiben la liberacion del
neurotransmisor, mientras que los receptores GABAA decrecen la excitabilidad
de las motoneuronas. Exceptuando a los receptores GABAc (que estan
localizados principalmente en la retina), los receptores GABAérgicos se
encuentran distribuidos practicamente en todas las regiones del SNC
(Hammond, 2001; Dutar y Nicoll, 1993) tanto a nivel pre- como postsinaptico
(Princivalle, et al., 2001; Sivilotti y Nistri, 1991; Towers, et al., 2000), aunque los
sitios de union de GABAA y GABAg tienen diferente distribucion en el cerebro
(Misgeld, 1995), tal vez las mas notables diferencias estan en el cerebelo: los
receptores GABAg estan principalmente en la capa molecular mientras que los
receptores GABAA predominan en la capa de células granulosas; en las
terminales sinapticas predominan receptores GABAg (Nisenbaum y Berger,
1992a y b; 1993; Chan, et al., 1998), principalmente las que provienen de la
corteza, ya que el nimero de receptores GABAg se reduce después de
decorticacion crénica (Moratalla y Bowery, 1991) sin que se vea afectada la
distribucion postsinptica de receptores GABA,, debido a esta localizacion tan
particular las neuronas GABAEérgicas participan en una variedad de procesos
fisioldgicos incluyendo cadenas de sincronizacion y la generacién de ritmos
theta y gamma, los que se piensa estan asociados con funciones cognitivas
(Cherubini y Conti, 2001), es importante mencionar que la activacion de este
neurotransmisor se ha implicado en algunos desodrdenes neuropsiquiatricos
(Cherubini y Conti, 2001). Por otro lado, estudios inmunocitoquimicos han
mostrado la existencia de receptores GABAA Y GABAg en terminales sinapticas,
y que la activacion de receptores GABA, Yy GABAg puede regular la eficiencia

sinaptica a nivel pre- y postsinaptico (Delgado-Lezama, et al., 2004), ademas



de que la sinapsis en el hipocampo estda modulada por la activaciéon de
receptores postsinapticos sensibles a muscimol y receptores presinapticos
sensibles a baclofen (Dutar y Nicoll, 1988a y b); otro tipo de estudios como lo
pueden ser los neurologicos o los electrofisiolégicos en diversas regiones
cerebrales indican que el efecto mediado por el receptor GABAg es
dependiente de la frecuencia y la intensidad de la estimulacién, lo que sugiere
que los moduladores presinapticos se activan dependiendo de la actividad
sinaptica (Dutar y Nicoll, 1988a y b; Kombian, et al., 1996), cabe mencionar que
muchos farmacos acttan en los receptores GABAAa, en particular ligados al sitio
de benzodiacepina (BZ), utilizados clinicamente en el tratamiento de la
ansiedad, insomnio, espasmos musculares y epilepsia (Bowery y Brown, 1997),
usando una autoradiografia in vitro en cerebros de humanos post-mortem Chu
y colaboradores (1987) demostraron que el nimero de sitios de unién GABAg
en la corteza frontal de pacientes con la enfermedad de Alzheimer decrecia
hasta 68%, mientras que el nimero de los sitios de GABAA tuvieron muy pocos
cambios, sugiriendo que este receptor puede también tener un papel

importante en algunas patologias.

Los potenciales inhibitorios postsinapticos (IPSP’s) son bifasicos y sus
componentes se pueden separar farmacolégicamente (Sugita, et al., 1992), el
componente rapido (10ms) se debe a la activacion de los receptores GABAa,
los cuales tienen incorporado un canal i6nico de cloro (Sugita, et al., 1992) y
estan involucrados en los sistemas neuronales (Sugita, et al., 1992), mientras
que el componente lento (100 ms) se debe a la apertura de un canal de

potasio, ya que los receptores GABAg estan acoplados a estos canales a través



de proteinas G (Sugita, et al., 1992) y pertenecen a sistemas regulatorios del

cerebro.

Receptores GABAAa

La estimulacién de los receptores GABAa con agonistas especificos
(muscimol) o alostéricos (Pentobarbital, Pregnanolone) produce un incremento
de la conductancia del CI" en la membrana (Barrer, et al., 1986; Callachan, et
al., 1987), ya que estos receptores son canales de cloro hetero-oligoméricos
que son alostéricamente regulados por BZ, barbitdricos y anestésicos
esteroides, y pueden ser saturados por la concentraciéon de GABA liberado que
no active los receptores GABAg postsinapticos, aunque una gran cantidad de
GABA debe de ser liberado para activar estos receptores, debido a esto se dice
que la activacion de receptores GABAa produce una inhibicién postsinaptica
(Nicoll, et al., 1990), algo importante de sefialar es que se han observado dos
respuestas de GABAa cinéticamente evocadas (GABAA fast Y GABAA, siow) que
son sinapticas en su origen, ademas de que las terminales sinapticas que
generan éstas dos respuestas provienen de distintas poblaciones de
interneuronas que difieren en sus rangos espontaneos de disparo, e incorporan
estructuralmente diferentes receptores postsinapticos (Banks, et al., 1998), y
son distintas en su sensibilidad a la furosemida (Pearce, 1993), la respuesta
GABAA, siow quizas no sea tan importante fisiologicamente. Por otro lado las
células en canasta son las candidatas mas viables a ser las GABAa tast, porque
al menos en el hipocampo, proyectan al estriado piramidal y al striatum
radiatum proximal exclusivamente (Banks, et al., 1998), mientras que las

interneuronas en el striatum lacunosum molecular son las candidatas a ser las



GABAA sow poOrque protegen las regiones dendriticas exclusivamente y no

exhiben actividad espontanea (Williams, et al., 1992).

Receptores GABAs

Los receptores GABAg pertenecen a una clase de receptores que se
acoplan a los canales i6nicos por un sitio regulatorio de ensamble (proteinas
G), asociado a un modesto incremento en la conductancia al potasio. La
activacion de estos receptores podria cambiar la funcién de los receptores
GABA,, y también decrementar el voltaje en las corrientes de Ca** (depresion
de la liberacién de GABA disminuyendo la entrada de Ca?"). Las proteinas G
acopladas a los receptores GABAg deprimen la liberacion de GABA e inhiben
corrientes de Ca®", aunque no ha sido demostrado que la activaciéon de los
receptores GABAg deprima la liberacion de GABA inhibiendo corrientes de
Ca®*, este decaimiento no se debe a un cambio en el potencial de equilibrio del
cloro, sino que mas bien se debe a una reduccion en su conductancia, aunado
a una hiperpolarizacion presinaptica. La activacion del autoreceptor GABAg
putativo con el resultante decaimiento de la inhibicion, incrementa la
excitabilidad de las corrientes NMDA y LTP, mientras que la activacion del
receptor GABAg postsinaptico puede reducir las corrientes NMDA. La inhibicion
de GABAg postsinaptica promueve el disparo repetitivo e hiperpolariza las
neuronas mientras se reduce su resistencia al estimulo, por otra parte la
desinhibicion mediada por GABAg es la primera forma de desinhibicion ya que
este receptor también puede participar en una depresion tonica de la liberacion
de GABA, otro punto importante sobre estos receptores es que los receptores

GABAg tienen un papel exclusivamente inhibitorio en la sefializacién quimica



de las sinapsis centrales (Morishita, et al., 1998). Otra de las funciones de este
receptor es que su activacion disminuye la liberacion de aminas, aminoacidos
excitatorios, neuropéptidos y hormonas; promueve una fuerte inhibicion
presinaptica de la liberacion de GABA, principalmente modulando los canales
de Ca®" tipo P/Q en las terminales axénicas, pero en general modulan canales
de Ca*" y por lo tanto inhiben la neurotransmisién; interacttian con el receptor
MGIUR y modulan las respuestas fisiolégicas mediados por este receptor en
estas sinapsis, esto es debido a que la localizacion de estos dos receptores es
similar fisiologicamente (Morishita, et al., 1998); inhiben la liberacién cuantica
de GABA en la region CA1 del cerebro de los roedores, que esta regulada por
PKC; disminuyen la liberacion eléctricamente estimulada de GABA cuando los
receptores GABAg inhiben su propia liberacidén; estos dos efectos en la
membrana han sido atribuidos a la activacién de los receptores GABAg , el
incremento de la actividad de la GTPasa que convierte GTP en GDP vy re
formar el heterotrimero de la proteina G, esta activacion no modula las
respuestas postsinapticas de los receptores GABAa. Es importante advertir que
Varios nuerotransmisores con requerimiento de proteina G, incluyendo al

GABA, modulan la liberacion cuantica del transmisor.

Los agonistas GABAg pueden activar conductancias de potasio mediante
la aplicacion de acido araquidénico (mensajero intracelular liberado mediante la
activacion de la enzima fosfolipasa-A dependiente de Ca®*, ademas de que no
juega un papel importante en la accién presinaptica del baclofen), al usar el
agonista selectivo baclofen (Hill y Bowery, 1981) para activar estos receptores

se induce un incremento en la conductancia de la membrana al K* (Gahwiler y



Brown, 1985; Newberry y Nicoll, 1984) la cual puede ser bloqueada por el
antagonista phaclofen (Kerr, et al., 1987), o un decremento presinaptico en la
conductancia del Ca?* (Dolphin y Scout, 1986) que es resistente al Phaclofen
pero antagonizada por el saclofen (Harrison, et al., 1990; Kerr, et al., 1988). Los
autoreceptores GABAg deprimen la liberacion de GABA en las sinapsis
axodendriticas y aproximadamente en la mitad de las axo-somaticas, en donde
los heteroreceptores a receptores a opioides tipo-p actian en ambas sinapsis.
Una parte substancial del mecanismo de la accion del receptor GABAg en
muchas regiones del cerebro esta mediado por la activacion de canales de K* a
través de proteinas G sensibles a la toxina pertusis (PTX), la activacion
postsinaptica via GABAg de corrientes de K*, a menudo conllevan a una
hiperpolarizacion, los receptores GABAg estan acoplados a canales de Ca** a
través de una proteina G sensible a PTX. Muchos subtipos de receptores
GABAg pueden existir, farmacologicamente hay diferentes tipos, como por
ejemplo uno que es sensible a PTX, y otro que no lo es; los receptores GABAg
producen una inhibicién presinaptica en la liberacion del transmisor (Bowery, et
al., 1980; Davies, 1981; Gray y Green, 1987) y en la modulacion de corrientes
postinapticas de potasio (Gahwiler y Brown, 1985; Dutar y Nicoll, 1988a y b;
Soltesz, et al., 1988), y esto ocasiona que se acorte la duracion del potencial de
accion (Saint, et al., 1990; Gage, 1992), la activacion de estos receptores
también provoca un bloqueo reversible de corrientes de Ca**, en contraste a lo
que sucede en las corrientes de potasio con fijacién de voltaje en las que el
baclofen parece no tener efecto, pero por el contrario bloquea una corriente de
Ca”* tipo N (Tsien, et al., 1988; Aosaki y Kasai, 1989; Williams, et al., 1992). No

hay que perder de vista que la activacion de canales de K* y/o la inhibicion de



los canales de Ca?* en terminales presinapticas ha sido propuesta como una
causa para la inhibicion presinaptica (Thompson, et al., 1993), la depresion en
la liberacion de GABA por los autoreceptores GABAg parece estar mediada

principalmente a través de la modulacion de canales de Ca®* presinapticos.



El presente trabajo fue hecho con la finalidad de contribuir al
conocimiento de la accion tanto de los agonistas como de los antagonistas
GABAérgicos, asi como la forma por la cual los canales de Ca®" modulan

presinapticamente las entradas corticostriatales en esta sinapsis.



Este tipo de estudios ayudan a resolver la incognita de cémo ha
evolucionado la organizacion sinaptica de los mamiferos, y para resolverla se
parte de grupos filogenéticamente inferiores, para comprender ésta
organizacion, para asi poder compararla con la de los mamiferos. Por lo que
este trabajo se realizd con la finalidad de determinar la modulacién de la
liberacion de neurotransmisores producida por la activacion de receptores
GABAérgicos en el Paleostriatum augmentatum, ademas de contribuir al
conocimiento de la accion tanto de los agonistas como de los antagonistas
GABAérgicos en uno de los nucleos nerviosos mas importantes en el SNC de
la tortuga: el Paleostriatum augmentatum, que es equivalente al cuerpo
estriado de los mamiferos; asi como la forma por la cual los canales de Ca**
modulan presinapticamente las entradas corticostriatales en esta sinapsis, para
asi poder establecer diferencias y similitudes entre estos resultados y los ya
obtenidos previamente en el laboratorio en nuestro laboratorio en el estriado de

mamiferos (Barral, et al., 2000).



JUSTIFICACION

El estudio de la modulacién presinaptica en todos los vertebrados juega
un papel importante, en la comunicacién entre neuronas (sinapsis) y la
liberacion de neurotransmisores que participan en esta modulacién. Para
conocer de qué manera surge la comunicacion entre neuronas, s necesario
tener una idea de los mecanismos que participan tanto en la liberacién e
inhibicibn de neurotransmisores. El glutamato es un importante
neurotransmisor que participa en la modulacion presinaptica. Este puede ser
inhibido por la liberacion de GABA un neurotransmisor inhibitorio de otros
receptores ionotropicos. Aunque este mecanismo ya es conocido en los
mamiferos, aun no se ha demostrado esta participacion en grupos inferiores
como los reptiles, que son el grupo de organismos que dio origen a los
mamiferos, asimismo por ser los primeros organismos en invadir
completamente el medio terrestre. El presente estudio se realiz en tortugas ya
gue son un grupo representativo dentro de los reptiles con una importancia
evolutiva muy clara (por ser uno de los grupos mas antiguos de esta Clase). No
se han realizado estudios que demuestren la modulacién en estos organismos,
la cual se cree que puede ser glutamatérgica, para demostrar esta hipotesis, se
pretende estudiar de que forma ocurre ésta en tortugas, esto por la relacién
filogenética que tienen con anamniotas actuales (peces y anfibios), ademas de

la transicion evolutiva entre los diferentes grupos de organismos.



HIPOTESIS DE TRABAJO

e Algunos transmisores encargados de la modulacion presinaptica
corticostriatal actGan regulando la entrada de Ca*".

e Los transmisores que no acttian sobre conductancias de Ca** o de K,
podrian estar actuando sobre la maquinaria de liberacion.

e Algunos de los transmisores que actlan presinapticamente convergen

sobre ciertos sistemas de sefalizacion intraterminal.

OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

e Determinar la modulacién de la liberacibn de neurotransmisores
producida por la activacibn de receptores GABAérgicos en el
Paleostriatum augmentatum de la tortuga.

e Comparar la acciébn de los receptores GABAérgicos en la sinapsis
corticostriatal de mamiferos y reptiles.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Aportar evidencias de que la sinapsis que se establece entre la corteza
cerebral y el Paleostriatum augmentatum de la tortuga corresponde
funcionalmente a una sinapsis glutamatérgica, tal como se observa en
mamiferos.

e Establecer la presencia de receptores GABAA y GABAg en la sinapsis
corticostriatal de la tortuga

e Determinar si la accion de los receptores GABAérgicos GABAx y GABAg
ocurre presinaptica o postsinapticamente en la sinapsis corticostriatal de
la tortuga.

e Sila accién de alguno de los receptores GABAérgicos es presinaptica,
determinar cuél o cudles canales de Ca®" estan involucrados en esta

modulacion.



MATERIAL Y METODOS

Diseccion de Tortuga

Se utilizaron tortugas Trachemys scripta elegans, adultas, de mas de 15
cm de longitud del plastron (Hutchinson, 1992) que fueron anestesiadas por
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital de sodio (100 mg/kg), para después
decapitarlas y extraer el cerebro. Se realizaron cortes coronales para obtener
rebanadas de 400 um de espesor a baja temperatura. Las rebanadas fueron
obtenidas con ayuda de un vibratomo, para ser sumergidas en solucion salina
fria, en mM: 96.5 NacCl, 2.6 KCI, 31.5 NaHCO3, 2.0 MgCl,, 4.0 CaCl,, y 20 de
Glucosa (Delgado-Lezama, et al., 2004), la solucién fue saturada con 95% O, y
5% CO, para obtener un pH de 7.4. Una vez obtenidas las rebanadas se
mantuvieron en incubacién con solucién salina a temperatura ambiente en un
periodo de tiempo no menor a 60 min. Las rebanadas fueron trasladadas a una
camara de registro, donde se les hizo pasar un flujo constante de 2 + 0.5
ml/min de solucién salina. Los farmacos que se utilizaron en este experimento
fueron disueltos previamente en solucion salina y se administraron a traves del

dispositivo de perfusion.

Sistema de Estimulacion y Registro

Los registros fueron obtenidos estimulando las fibras aferentes al
Paleostriatum augmentatum de la tortuga, de acuerdo al atlas estereotaxico
propuesto por Powers y Reiner (1980). Se utilizaron electrodos bipolares
concéntricos de 100 um en la punta. Los estimulos se mandaron digitalmente

con auxilio de la computadora, pasandolos a través de una unidad aisladora



(Digitimer DS2) en donde se regulo la intensidad (0-25 Volts), la duracién (0.01-
0.04 ms) y la frecuencia (0.4-0.06 Hz). Para el registro de los potenciales de
campo se emplearon técnicas convencionales de amplificacion y registro:
fueron utilizados electrodos de vidrio estirados por calentamiento, fabricados a
partir de capilares de borosilicato de 1.0 mm de diametro externo con una
resistencia en la punta de 2-4 MQ con NaCl al 0.9% como conductor. La sefial
electrofisiolégica obtenida fue transferida a una computadora PC mediante el
uso de programas disefiados en ambiente LabView. Cada trazo registrado fue
medido, promediado, analizado y graficado mediante el programa Origin (v 7.5

Microcal Software, Northampton, MA. U.S.A).

El Registro Extracelular de Potenciales de Campo

Los potenciales de campo fueron registros extracelulares de las
corrientes idnicas asociadas a la actividad de una poblacién de neuronas. Las
corrientes producen espigas poblacionales debido a la sincronizacion de
muchos potenciales de accion. La amplitud de estas espigas depende de la
descarga sincronica de las células, de la distribucion de la poblacion neuronal
activa y de la resistencia del tejido (Barral, 2001; Johnston y Wu, 1995). El
potencial de campo registrado extracelularmente es una onda trifasica
producida por la diferencia de potencial, debida al cambio en la localizacion de
los sumideros y las fuentes de corriente activa. Cabe sefialar que la zona en
que las corrientes fluyen hacia el interior de la célula se le denomina sumidero,
es decir corrientes entrantes activas, y a la zona en que ésta sale se le llama
fuente, corrientes salientes que cierran el circuito (Johnston y Wu, 1995). En el

registro extracelular las corrientes salientes se observan como deflexiones



positivas, mientras que las corrientes entrantes se observan como deflexiones
negativas. Cuando se registracercade los somas neuronales se observa
solamente una onda bifasica que consiste en una espiga negativa seguida de
otra positiva. Esto se debe a que el potencial de accion produce una rapida
depolarizacion de la membrana por las corrientes entrantes de sodio, asi como
una rapida repolarizacion por las corrientes salientes de potasio. El
componente negativo corresponde a la depolarizacion de la membrana del
soma por el flujo de corriente entrante. La fase positiva corresponde a la

reversion en el flujo de corriente (Barral, 2001; Johnston y Wu, 1995).

Facilitacion por Pulso Pareado

Para el estudio de los eventos presinapticos se utilizé el protocolo de
facilitacién por pulso pareado (FPP), el cual se basa en la hipétesis del Ca**
residual propuesta por Katz y Miledi a finales de los afios 60’s (Katz y Miledi,
1968; Katz y Miledi, 1970). La hipétesis del Ca** residual se basa en el hecho
de que la entrada de Ca®" es esencial para la liberacién de neurotransmisor.
Pequefias modificaciones en la concentracién de Ca* extracelular bastan para
alterar sensiblemente la aparicion espontanea de potenciales miniatura, y por lo
tanto liberacion de neurotransmisor (Del-Castillo y Katz, 1954a y b). Asi,
cuando se mandan trenes de estimulos a intervalos cortos de tiempo se
observa ya sea un progresivo incremento (facilitacion, aumentacion o
potenciacion), o bien, un decremento en la amplitud de las respuestas
sinapticas (depresion). Esto quiere decir que grandes cambios en la liberacion
de neurotransmisor pueden deberse a pequefios cambios en la concentracion

intracelular de Ca®* seguida de un pulso nervioso (Barral, et al., 2000; 2001).



Farmacos utilizados

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron los siguientes
farmacos: o-conotoxina GVIA (o-CgTx), bloqueador de canales de tipo Ca®* N;
w-agatoxina TK (o-AgaTK), bloqueador de canales de Ca** tipo P/Q, adquiridos
a Alomone Labs (Jerusalem, Israel). D 2-amino-5-phosphonopentanoate (APV),
bloqueador de receptores glutamatérgicos NMDA; 6-ciano-7-nitroquinoxaline-
2,3-dione (CNQX), blogueador de receptores glutamatérgicos AMPA; (+/-)-
baclofen (baclofen), agonista GABAg; (-)-bicuculline (bicuculina), antagonista
GABA,; [3H] muscimol (muscimol), agonista GABA,; 2-OH saclofen (saclofen),

antagonista GABAg. Todos ellos adquiridos a Sigma-RBI, St. Louis, MO.

Analisis de datos

Se tomaron muestras de datos antes y después de la aplicacién de los
bloqueadores de canales de Ca?*, asi como de los agonistas y antagonistas
tanto de GABAA como de GABAg. Los cambios en la FPP se expresan como
Media £ Error Estandar de la Media (ESM). Para el analisis se utilizé la prueba
de t de Student para datos pareados, previa prueba de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov). Ademés, se realizd la prueba no-paramétrica de

Wilcoxon para datos pareados.



RESULTADOS

La sinapsis corticostriatal en la tortuga es glutamatérgica

Una de las primeras preguntas que nos planteamos fue determinar si el
neurotransmisor que se libera de las aferentes corticales que establecen
sinapsis en el Paleostriatum augmentatum de la tortuga era glutamato, como
habia sido sugerido previamente (Fowler, et al., 1999). Para ello se bloquearon
los receptores glutamatérgicos NMDA con APV, y AMPA con CNQX. Como se
puede observar en la Figura 1, el componente sinaptico del registro de campo
desaparece (N;); mientras que la respuesta antidromica persiste (N;). Después
de tomar una linea base de 10 minutos que sirvié de control se agregdé APV (50
uM). Se puede observar en la Figura 1 que la aplicacion del bloqueador NMDA
no modifica la amplitud de la respuesta. Sin embargo, cuando se agrega CNQX
(10 uM) la amplitud de los potenciales singpticos disminuye notablemente sin
que se vea afectado el componente antidromico. Por otro lado se puede
observar que tampoco se afecta la la relacion de pulso pareado (S./S;).
Nuestros datros sugieren que el glutamato es el principal neurotransmisor en la

sinapsis cortico-estriatal de la tortuga.

La activacion de receptores GABAérgicos

En la sinapsis corticostriatal de la rata se ha descrito que los receptores
GABAA se encuentran localizados postsinapticamente (Nisenbaum, et al.,
1992a y b; 1993; Dutar y Nicoll, 1993) mientras que los receptores GABAg se
localizan tanto pre- como postsinapticamente (Barral, et al., 2000; Nisembaum,

et al., 1992a y b; 1993; Dutar y Nicoll 1993) por lo que en esta parte realizamos



experimentos para averiguar si los receptores GABAérgicos (GABAA y GABAg)
se encontraban el la porcidn pre- o postsinaptica de la sinapsis corticostriatal

de la tortuga.
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Figura 1. La sinapsis corticostriatal es glutamatérgica. En esta Figura se muestra la accion de los
antagonistas glutamatérgicos APV (bloqueador de receptores NMDA), y CNQX (bloqueador de receptores
AMPA). Al poner APV no se observa una respuesta, mientras que al agregar CNQX si se observa un
cambio tanto en la facilitacion como en las amplitudes.

Modulaciéon por Receptores GABAA

Para establecer si los receptores GABA se localizan pre- o
postsinapticamente realizamos experimentos en donde se agregd un
antagonista especifico de receptores GABAa, bicuculina. En presencia de
bicuculina pudimos observar que en algunos casos la FPP no se vio alterada
ya que vario de 1.358 + 0.190 en el control a 1.348 + 0.199 (n = 6; NS) en
presencia de bicuculina. Sin embargo como la bicuculina bloquea vias

inhibitorias, es comun que la amplitud de los potenciales sinapticos se modifica



de manera importante (Figura 2), En muchos experimentos observamos que la
amplitud se increment6 de 37.6 £ 5 uV a 134.1 + 7 uV (n = 36; p < 0.05) en
presencia de bicuculina. Esto se debe a que los receptores GABAA, sensibles a
bicuculina, tanto en mamiferos como en tortugas maduras, median un flujo de
cloro con una fuerte rectificacion saliente (Blanton y Kriegstein, 1992). Por otro
lado cuando se agrega un agonista especifico de receptores GABAa, el
muscimol, en presencia de bicuculina, se aprecia que la amplitud de la
respuesta no se ve afectada (Figura 2). Sin embargo, cuando se retira la
bicuculina del bafio de perfusién y permanece Unicamente el muscimol, se
produjo una significativa disminucién en la amplitud de la respuesta sinaptica
de 136.5 £ 10 pV a 23.67 £ 11 pV. No obstante lo anterior, la FPP no se vio
alterada ya que paso de 1.375 = 0.186 en presencia de bicuculina a 1.874 *
0.581 (n =6; NS) en ausencia de ésta (Figura 2). Nuestros datos sugieren que
la accién de los receptores GABAA es postsinaptica, ya que los cambios
observados en la FPP no fueron significativos, a pesar de observarse
importantes cambios en la amplitud de las respuestas tanto en presencia del

antagonista como del agonista especificos.

Modulacion por Receptores GABAg

Los receptores GABAg se han reportado en terminales nerviosas asi
como en somas de diferentes regiones del SNC (Dutar y Nicoll, 1993; Misgeld,
1995). También han sido descritos en la sinapsis corticostriatal (Nisenbaum,
1992a y b; Barral, et al., 2000), por lo que realizamos experimentos para

determinar el efecto que ejerce la activacion de receptores GABAg en reptiles,



como la tortuga, utilizando agonistas y antagonistas especificos, como el

baclofen y el 2-OH saclofen
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Figura 2. Accién de los receptores GABAa. En la Figura se muestra la accion del agonista especifico
muscimol, en presencia del antagonista especifico bicuculina, el cual sélo produjo un cambio en las
amplitudes, pero no en la facilitacion, lo que sugiere que esta accién es postsinaptica.

El blogueo con antagonistas especificos (2-OH saclofen) no modifica la
respuesta presinaptica

En la Figura 3 se puede observar que la aplicacién del antagonista
especifico 20H-saclofen (500 uM) no produjo cambios en las amplitudes de las
respuestas sinapticas ni en la FPP, alterada ya que paso6 de 1.266 = 0.323 en
presencia del antagonista GABAg a 1.415 = 0.484 (n =4; NS). En estas
condiciones se agreg0 al bafio de perfusion el agonista especifico, baclofen
(1uM), en presencia del 2-OH saclofen. Como se esperaba al estar ocupados

los receptores GABAg por su antagonista no se produjo ningun cambio en la



respuesta sinaptica, ni en la amplitud, que pas6 de 85.4 £+5a89.6 +9 uV (n =
5, NS), ni en la facilitacion que pasé de 1.415 + 0.484 a 1.518 + 0.502% (n = 4;
NS).

Posteriormente se quité el 2-OH saclofen del bafio de perfusion,
guedando unicamente el baclofen, después de 15 minutos se quitd el 2-OH
saclofen, y se dejo sélo al baclofen. En estas condiciones se observaron los
mayores cambios en la facilitacion ya que pasé de 1.518 + 0.502 a 4.656 *
0.110 (n = 4; p < 0.05), asi como en las amplitudes (pas6 de 80.13 + 6 a 7.65 +
9 uV n =4, p <0.05), las cuales disminuyeron significativamente, lo que sugiere

que la accion de los receptores GABAg es presinaptica.

Como esperabamos la activacion de los receptores GABAg, produjo un
incremento en la modulacion presinaptica, ya que el %FPP se incremento en
un 114.39 + 50.9 % (n = 6; P < 0.01), en presencia de baclofen, asi como una
disminucién en la amplitud del sinaptico, lo que sugiere que estos receptores se
localizan presinapticamente. La activacibon de receptores GABAg es

dependiente de la concentracion.

Con la finalidad de comparar el efecto del baclofen en el estriado de rata
(Barral, et al., 2000) con lo observado en el estriado de tortuga, realizamos una
curva dosis respuesta (Figura 4), aumentando la concentracion del baclofen,
(0.1 - 10 uM). Se observa que conforme se incrementa la concentracion hay un
incremento en el %FPP hasta lograr una concentracion saturante (2uM),
después de la cual no aumenta la respuesta. Cada punto en la gréfica

representa una serie de 5 experimentos.
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Figura 3. Modulacién presinaptica producida por la activacién de los receptores GABAg. en esta
Figura se muestra la accién del antagonista especifico 2-OH saclofen, y la accion del agonista especifco
baclofen. El saclofen no provoca cambios ni en las amplitudes ni en la facilitacién, mientras que el
baclofen si provoca cambios tanto en la facilitacion (aumento) como en las amplitudes (disminucion).
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Figura 4. La FPP producida por el baclofen es dependiente de la concentracidén. A medida de que se
va aumentando la concentracién, aumenta la respuesta, hasta cierto punto (24M) en el cual por mas que
se aumente la concentracién, no aumenta la respuesta.




Modulacién por Canales de Ca?*

Se ha demostrado que la modulacion presinaptica producida por
receptores GABAg en los mamiferos (Nisenbaum, et al., 1992b), actia
bloqueando canales de Ca?* en el hipocampo (Harrison, 1990; Thompson y
Gahwlier, 1992), y en la corteza (Wang, et al., 2005), asi como en la sinapsis
corticostriatal (Barral, et al., 2000). También se ha demostrado en las
terminales corticostriatales de la rata la presencia de los canales Ca®" tipos L,
N y P/Q; los canales N y P/Q estan involucrados en el proceso de liberacion
pero solo los canales P/Q son susceptibles de ser modulados, los canales tipo
L no participan en el proceso de liberacidn pero son susceptibles de ser
modulados (Barral, et al.,, 2000; 2001; Bargas, et al., 1998). Con el fin de
establecer qué canales de Ca®" estan participando de esta modulacién se
hicieron experimentos de oclusién farmacoldgica con las toxinas que bloguean

canales de Ca?".

El bloqueo de canales de ca® tipo P/Q no ocluye el efecto del baclofen

Uno de los aspectos mas importantes de este trabajo fue la de
evidenciar la presencia y participacién de los canales de Ca?" tipo P/Q en
terminales nerviosas de la tortuga, ya que hasta donde sabemos no habian
sido reportadas con anterioridad en el SNC de reptiles. En nuestro caso la
aplicacion de o-AgTx TK (400 nM) produjo un incremento en la FPP de 1.266 +
0.613 a 2.277 £ 0.387 (n = 4; P < 0.05), lo que sugiere la presencia de estos
canales en las terminales corticostriatales de la tortuga. En estas condiciones,
se agregd baclofen (1 uM) y se observé que el bloqueo de los canales de Ca**

tipo P/Q no ocluy6 el efecto del baclofen, ya que como se muestra en la Figura



5 la aplicacion del bloqueador especifico (0-AgTx TK) no impide que la
aplicacion del agonista GABAg produzca un incremento en la FPP, ya que el
baclofen produjo un incremento en la FPP de 1.929 + 0.230 a 4.410 + 0.400 (n
= 4; P = 0.011). Entonces el cambio en la FPP producido por el baclofen en
presencia de o-AgTx TK fue de 137.74 + 34.40 % lo que sugiere que los

canales de calcio tipos P/Q no partiipan de esta modulacion.
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Figura 5. El bloqueo de los canales de Ca2+ tipo-P/Q no ocluye el efecto del baclofen. Al agregar la
w-Agatoxina TK se observa un cambio en la facilitacion, y un pequefio cambio en las amplitudes, pero al
agregar baclofen se observa un incremento mayor de la facilitacién, asi como una disminucion mas
marcada de las amplitudes, lo que sugiere que el papel de los canales P/Q en la modulacion corticostriatal
de la tortuga no es muy importante.

La FPP producida por el baclofen es ocluida casi completamente después

de bloguear Canales de Ca** tipo N.

Para bloquear los canales de Ca** tipo N se utiliz6 »-CgTx GVIA, el

bloqueo de este canal produjo inhibicion presinaptica. Ya que se observé un



incremento en la PPF desde 1.102 + 0.130 en el control a 1.613 + 0.132 en
presencia del péptido (n = 6; P < 0.05), indicando su participacion en la

liberacion de glutamato en estas sinapsis.

Sin embargo, cuando los canales de Ca?* tipo N se bloguean con 1 pM de o-
CgTx GVIA, la accion del baclofen se ve casi completamente ocluida. Como se
muestra en la Figura 6, después de bloquear los canales de Ca** tipo N, se
incremento el voltaje con la finalidad de reclutar la mayor cantidad de neuronas
y mejorar la respuesta sinaptica. La aplicacion de baclofen en presencia de o-
CgTx GVIA ocluyo la accién presinaptica del agonista GABAg ya que impidio
que se produjera un incremento en la FPP (0.606 + 1.33 %), la cual cambio6 de
2.375 £ 0.341 a 2.294 £ 0.527 (n = 6, NS) en presencia de baclofen. Lo que
sugiere que la activacion de receptores GABAg en la sinapsis corticostriatal de
la tortuga esta actuando sobre canales de Ca®" tipo N, a diferencia de lo que

ocurre con los canales tipo P/Q.

DISCUSION

En este trabajo se muestran registros extracelulares en el Paleostriatum
augmentatum de la tortuga. Se comprueba que al igual que en mamiferos, el
neurotransmisor liberado en la sinapsis corticostriatal es glutamato (Lovinger y
Tyler, 1996; McGeer y McGeer, 1993), como ya habia sido sugerido
previamente (Fowler, et al., 1999) la modulacién producida por la activacion de
receptores GABAérgicos tipo GABAa es postsinaptico (Nisembaum, et al.,
1992a y b), asimismo la modulacion producida por la activacién de receptores

GABAérgicos tipo GABAg en la tortuga fue presinaptico al igual que en



mamiferos (Nisembaum, 1992a y b; Barral, et al., 2000). Uno de los aspectos
mas importantes en este trabajo fue evidenciar la presencia y participacion de
los canales de Ca®* tipos N y P/Q en la sinapsis corticostriatal de la tortuga; sin
embargo, resulté de particular relevancia el demostrar que los canales de Ca®*
involucrados en la liberacion de neurotransmisores fueron los canales de Ca?*
tipo N, y no los canales P/Q como se ha observado en la misma sinapsis de

mamifero (Barral, et al., 2000; 2001).
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Figura 6. El bloqueo de los canales de Ca2+ tipo-N ocluyo6 el efecto del baclofen. Al agregar la «-
Conotoxina GVIA se observa un aumento en la facilitacion y una disminucion en las amplitudes, y al
agregar el baclofen no se oberva ninguno de estos cambios, lo que sugiere un papel importante de los

2 i
canales de Ca“" N en la modulacién de la tortuga.

En los reptiles (Delgado-Lezama, et al., 2004), en diversas regiones del
SNC, como es el caso de la medula espinal de la tortuga, la transmision

sinptica excitatoria depende de la liberacion del glutamato. El glutamato es



considerado como el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso,
y esta presente en la gran mayoria de las sinapsis, sino es que en todos los
compartimientos celulares (Kenigfest, et al., 1998), y esta involucrado en un
sinnumero de rutas metabdlicas en el SNC (Kenigfest, et al., 1998), asimismo
activa muchos tipos de receptores (Blanton y Kriegstein, 1992), generalmente
clasificados como receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y receptores no

NMDA (AMPA) que son sensibles a APV y a CNQX, respectivamente.

GABA,Yy GABAg

La accion de los receptores GABA, es postsinaptica debido a las
respuestas observadas al aplicar el antagonista especifico bicuculina. En
presencia de bicuculina la FPP no se ve alterada, a pesar de que las
amplitudes se ven profundamente afectadas. Al agregar el agonista especifico
muscimol en presencia de bicuculina no observamos cambios significativos, lo
gue nos confirma la especificidad de los agonistas y antagonistas GABAérgicos
en reptiles. Sin embargo, al quitar la bicuculina y quedar solo el muscimol las
amplitudes disminuyeron, aunque la FPP no se vid afectada ni en presencia ni
en ausencia de este agonista. Por lo que podemos concluir que la accion de los
receptores GABAa es postsinaptica, ya que no hubo cambios en la FPP, sélo
en las amplitudes. Estos cambios en las amplitudes se pueden explicar por
cambios en la conductancia de la membrana postsinaptica debidos a la
activacion de receptores GABAa. Mientras que la activacion de los receptores
GABAg produjo un aumento en la FPP, y una disminucién en las amplitudes al
agregar baclofen, por lo que se concluye que el efecto de los receptores

GABAg es presinaptico.



Muscimol

Al comparar la accion de antagonistas GABAa con la accién del
muscimol, este requiere de mas tiempo que los antagonistas para producir
algun efecto, pero este efecto es mayor que el producido por los antagonistas

(Ariel, 1989).

Como se esperaba no hubo diferencias significativas en la FPP después
de la aplicacion de bicuculina ya que le efecto de ésta es presinaptico, y por lo
tanto no influye en la FPP. Mientras que tampoco hubo diferencias
significativas en la FPP al aplicar muscimol en presencia de bicuculina, ni al
dejar al muscimol solo. Sin embargo se aprecian diferencias significativas en
las amplitudes, lo que demuestra que tanto el efecto como la ubicacion de los
receptores GABAA es postsinaptico, y al solo haber cambios en las amplitudes
se infiere que hubo cambios en la cantidad de neurotransmisor que se liberé
por parte de las dos células (tanto a nivel pre como postsinaptico), ademas de
que estas dos células liberaron ambas la misma cantidad, por el contrario si
hay cambios en la FPP quiere decir que las células liberan cantidades
diferentes de neurotransmisor; si la célula presinaptica libera mas que la célula
postsinaptica se da una depresion por pulso pareado (DPP), mientras que si

ocurre lo contrario se da una FPP.



Bicuculina

La bicuculina, un antagonista potente de GABAa, deprime tanto las
respuestas a GABA como los IPSP’S de latencia corta, pero no asi los IPSP’S
de latencia larga (Kriegstein y Connors, 1986), esto se asocia con una
tendencia a volver el potencial de membrana en reposo relativamente
depolarizado (Nowycky, et al., 1981). La bicuculina aparentemente incrementa
la duracién de los EPSPs, lo cual puede deberse a la remociéon de una
hiperpolarizacion retardada debido al acortamiento del control de la respuesta
excitatoria  GABAa (Ariel y Kogo, 2001; Kogo, et al., 2002). Otro punto
importante para mencionar es que el baclofen no altera el efecto de la

bicuculina (Ariel, 1989).

La accién del blogueador especifico bicuculina

En terminos generales, al agregar bicuculina se observé que las
amplitudes aumentaban considerablemente, pero no asi la FPP, lo que indica
que este bloqueador actla postsinapticamente, inhibiendo los receptores
GABAa, ya que es un antagonista potente y ademdas especifico de estos
receptores, pero cabe mencionar que esto lo hace sin afectar los receptores
GABAg, los cuales son presinapticos, debido a que al momento de aplicar
baclofen, un agonista selectivo de estos receptores se produce un cambio en la
FPP, y no un cambio en las amplitudes. Si los receptores GABAg se vieran
inhibidos se observaria una depresion por pulso pareado, en lugar de ver una

FPP.



Baclofen

El baclofen actia deprimiendo la excitacion glutamatérgica de neuronas
neoestriatales debido a la estimulacion de receptores GABAg, los cuales estan
localizados en las terminales de las aferentes glutamatérgicas, pero también
actia deprimiendo corrientes inhibitorias espontdneas presinapticamente,
(Blanton y Kriegstein, 1992), esta inhibicion del baclofen est& relacionada al
flujo de Ca?*, posiblemente a través de la modulacién de CCDV, mientras que
los efectos depresivos del baclofen en los EPSPs dependientes de glutamato
son mediados exclusivamente a través de receptores GABAg presinpticos en
las terminales de aferencia glutamatérgica. Otro efecto del baclofen es la
inhibicion de la liberacion cuantica de GABA, incluso en el hipocampo. La
fosforilaciéon por PKC no sélo propicia la liberacion del transmisor, sino que
también reduce la inhibicion de la liberacion cuantica, provocada por baclofen,
mientras que la activacion de PKA por forskolina no solo reduce el efecto del
baclofen, sino que también propicia la liberacién del transmisor (Jarolimek y
Misgeld, 1997), ademas de que reduce la probabilidad de una liberacion
espontanea en las interneuronas inhibitorias. La accion especifica del baclofen
estd mas enfocada a la liberacién presinaptica de GABA, que a la modulacién
postsinaptica de los receptores GABA, esto tiene sentido cuando se comprueba
que el baclofen no modula los receptores GABA, postsinapticos (Gong y Van
den Pol 1998), ademas de que el baclofen decrementa la liberacibn de GABA
evocada por potasio en los sinaptosomas (Dunwiddie y Lovinger, 1993), y no

cambia la funcién postsinaptica de los receptores GABAAa.



La activacion es dependiente de la concentracion

Strauss en 1986 en un estudio in vitro en el cerebelo de la rana, bloqued
con baclofen el componente postsinaptico del potencial de campo, requiriendo
de 0.10 — 1.0 mM para lograr la completa inhibicién de la respuesta. Esto es
muy similar a lo ocurrido en nuestros experimentos, ya que para lograr la
completa inhibicion del potencial de campo en la sinapsis corticostriatal de la
tortuga, se realizé una curva dosis respuesta, aumentando la concentracion del
baclofen, (0.1 - 10 uM). Mientras se increment0 la concentracion hay un
incremento en el %FPP hasta que se alcanzo una concentracion saturante (2
uM), después de la cual ya no se incremento la respuesta. La curva Dosis-
Respuesta observada en los cortes del cerebro de tortuga no es muy diferente
a la observada en los cortes del cerebro de rata, ya que el ECso en la tortuga
fue de 0.77 uM, mientras que en la rata fue de 0.57 uM (Barral, et al., 2000).
Las similitudes no fueron tan estrechas al comparar la FPP maxima, cuyos
valores fueron de 343% para el estriado de tortuga y de 457% para el estriado
de rata; lo mismo ocurre al comparar el coeficiente de Hill, el cual tuvo valores
de 1.5 para el estriado de tortuga y de 2.2 en el caso del estriado de rata

(Barral, et al., 2000).

2-OH saclofen

El saclofen, reduce la influencia del Ca**, debido a la liberacion de GABA
en el I6bulo olfatorio de la tortuga (Wachowiak y Cohen, 1999), mientras que en
el Paleostriatum augmentatum la aplicacion del antagonista especifico (20H

saclofen) no produce cambios significativos en la FPP ni la amplitud de los



potenciales de campo (Figura 3). Por otro lado, la aplicacion del agonista
especifico (baclofen) en presencia de 2-OH saclofen tampoco produjo cambios
singnificativos. Sin embargo, después de lavar al antagonista, el baclofen
produjo un importante incremento en la FPP, lo que produjo diferencias
significativas. Por lo que la ubicacion de los receptores GABAg y la accion del
baclofen es presinaptica. Se concluye esto con base a que solo al lavar al
antagonista y dejar solo al agonista se observaron cambios en la FPP, y asi se
comprueba que la accion de estos receptores es presinaptica, ya que si no
fuera asi se producirian cambios en las amplitudes, ademas debido a que no

afecta la sensibilidad postsinaptica hacia GABA (Thompson, et al., 1993).

Los Canales de Ca%

Los principales canales i6nicos involucrados en la modulacién
presinéptica son los canales de Ca**, en ese sentido se ha demostrado que la
activacion de receptores GABAg produce inhibicion presinaptica en diferentes
estructuras nerviosas (Kahle y Cotman, 1993; Thompson, et al., 1993), entre
las que se incluye la sinapsis corticostriatal (Nisembaum, et al., 1992a y b,
Barral, et al., 2000), las neuronas del SNC (Gong y Van den Pol, 1993), el
hipocampo (Dunwiddie y Lovinger, 1993), asi como en el cerebro anterior de
los vertebrados (Karen, et al., 1994). Ademés de que participa en la inhibicion
presinaptica del transmisor (Bowery, et al., 1980; Davies, 1981; Gray y Green,
1987) y en la modulacion de corrientes postinapticas de potasio (Gahwlier y
Brown, 1985; Dutar y Nicholl, 1988a y b; Soltesz, et al., 1988), lo que ocasiona
que se acorte la duracion del potencial de accion (Saint, et al., 1990; Gage,

1992).



w-Agatoxina TK

El blogqueo de canales de Ca*" tipo P/Q con w-AgTX TK, produjo un
incremento en la FPP, aunque este incremento fue menor al observado con -
CgTx-GVIA (1 uM). El cambio en la FPP después de la aplicacion de o-AgTx-
TK produce una inhibicién presinaptica consistente con la presencia de canales
de Ca®" tipo P/Q en estas terminales, con lo que se confirma la presencia de
los canales de Ca** tipo P/Q en las terminales corticostriatales de la tortuga, lo
gue es uno de los aspectos mas importantes de este trabajo, ya que hasta
donde sabemos no habian sido reportadas con anterioridad en el SNC de

reptiles.

No obstante lo anterior, ésta toxina no tuvo efecto en la inhibicion
presinaptica producida por la activacion de receptores GABAg, ya que el
baclofen siguio facilitando a pesar de tener los canales de Ca?" tipo P/Q
bloqueados con w-AgTx-TK a concentraciones saturantes, a diferencia de lo
que se ha observado en mamiferos (Barral, et al., 2000), por lo que los canales
de Ca*" tipo P/Q no participan activamente en la modulacién presinaptica
GABAérgica, aunque si lo hacen en la liberacion, al contrario de lo que ocurre

en los mamiferos.

@-Conotoxina GVIA
La modulacién de la corriente de Ca®" es mediado por receptores
GABAg en presencia de o-CgTX, una reduccién en una corriente de Ca?'

sensible a ®»-CgTX podria contribuir a la inhibicion presinaptica del receptor



GABAg. La inhibicién de las corrientes de Ca®* es voltaje dependiente, y para
explicar esta dependencia Bean (1989) propuso un modelo en el que los
transmisores como el GABA inhiben las corrientes de Ca** cambiando los
canales de Ca?* del modo abierto o dispuesto al cerrado o no dispuesto, en

cuanto a su apertura.

Los canales de Ca* tipo N estan presentes a nivel presinaptico en las
terminales nerviosas corticostriatales de la tortuga al igual que en los
mamiferos. Sin embargo, al parecer existe un mayor niumero de canales de
Ca?* tipo N, participando activamente en la modulacién presinaptica
GABAérgica, y en la liberacion de glutamato en estas sinapsis. Para el bloqueo
de los canales de Ca” tipo N se utiliz6 o—CgTx GVIA, lo que produjo una
inhibicion presinaptica, asi como un incremento en la FPP, confirmando la
presencia de estos canales en las terminales corticostriatales de la tortuga. El
incremento en la FPP fue mayor con o-CgTx-GVIA (1 uM) que con o-AgTx-TK
(400 nM), mientras que el cambio de voltaje no produce cambios significativos
en la FPP. Por otro lado, la inhibicidon presinaptica producida por la activaciéon
de receptores GABAg fue ocluida por o-CgTx-GVIA, ademas de que bloqued la
accion presinaptica del baclofen e impidié que se produjera un incremento en la
FPP, ya que este agonista practicamente no tuvo participacion, por lo que la
activacion de estos receptores en la sinapsis corticostriatal de la tortuga actia

sobre canales de Ca®" tipo N.

En general no hay grandes diferencias entre la sinapsis corticostriatal de

los reptiles (tortuga), y la de los mamiferos (rata), ya que tanto los agonistas



como los antagonistas GABAA y GABAg tienen los mismos efectos en la tortuga
asi como en las ratas. Tampoco hay diferencias en cuanto a los tipos de
canales de Ca*" que estan presentes, pero si en el nimero y en la modulacién,
esto es de gran importancia, ya que la modulacion en estas dos clases de
cordados es completamente diferente, ya que la de las ratas adultas se da por
los canales de Ca®" tipo P/Q (Barral, et al., 2000), mientras que en los reptiles
se da por canales de Ca®" tipo N. Esta modulacién por canales de Ca** tipo N
no es ajena a las ratas, ya que en las ratas jovenes se da esta modulacion
(Salgado, et al., 2005), pero a medida de que tanto el desarrollo neuronal, asi
como el crecimiento en general de la rata contintan, el numero de canales de
Ca?* tipo N modulando va decreciendo (Salgado, et al., 2005), mientras que el
namero de canales P/Q va aumentando (Salgado, et al., 2005), hasta que se
llega a un punto en donde los canales P/Q son los que dominan, y son los

encargados de la modulacion (Salgado, et al., 2005).

Llama poderosamente la atencion que el canal susceptible de ser
modulado en la sinapsis corticostriatal de la tortuga sea el canal de Ca** tipo N,
ya que experimentos realizados en mamiferos han demostrado que son los
canales tipo P/Q son los que modulan la accion del baclofen. Aunque en etapas
tempranas en el desarrollo de las ratas, los canales que modulan esta accion
son los mismos canales de Ca?" tipo N, pero conforme el animal va
envejeciendo, los canales que modulan van cambiando, y cada vez los canales
P/Q van teniendo mas importancia, hasta que por fin son los dominantes en la
modulacién, siendo un caso mas en donde se comprueba que la ontogenia

recapitula la filogenia.



CONCLUSIONES

o Este es el primer trabajo donde se muestran registros extracelulares de
la sinapsis corticostriatal en el Paleostriatum augmentatum de la tortuga, que

es el equivalente al estriado de los mamiferos.

o La aplicacion de muscimol en la sinapsis corticostriatal de la rata sugiere
un efecto postsinaptico, es decir que los receptores GABAA deben encontrarse
en la postsinapsis ya que laactivacion de receptores GABAA no produjo
cambios en la FPP, el Unico cambio observado ocurrié en las amplitudes, que

aumentaron significativamente.

o El efecto de la activacion de receptores GABAg fue presinaptico, ya que
el baclofen produjo no s6lo cambios en las amplitudes sino que también en la

FPP.

o Los canales de Ca®" involucrados en la modulacién GABAérgica de la
sinapsis corticostriatal de la tortuga son los canales de Ca** tipo N, ya que la
aplicacion de baclofen en presencia de m-Conotoxina GVIA, no produjo mas
cambios en la FPP producida por el baclofen, a diferencia de lo ocurrido con la
w-Agatoxina TK, ya que la aplicacién de baclofen en presencia de esta toxina

continuo produciendo FPP.
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