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RESUMEN

Los diversos canales i6nicos de una neurona le proporcionan mecanismos para
regular su excitabilidad. Los estimulos producidos por las células, en forma de
potenciales de accion (PA), son producidos por el movimiento de iones a través de
canales activados por voltaje en la superficie de la membrana. Este movimiento idnico,
producido por la apertura de los canales, cambia la distribucién de cargas a cada lado
de la membrana.

La mayor parte de las neuronas tienen patrones de disparo muy caracteristicos,

que permiten su identificacidon. Una de estas corresponde a las neuronas espinosas
medianas (NEM) de los ganglios basales (GB). Los GB se encuentran muy
conservados a lo largo de la evolucién, sin embargo, se desconocen los aspectos
funcionales del circuito estriatal en especies de grupos no-mamiferos; es por este
motivo que el estudio comparativo de los GB es de gran importancia, ya que ha
revelado varias caracteristicas que pueden ser de interés para comprender mejor el
funcionamiento de estas estructuras. Se ha reportado que las caracteristicas
electrofisiolégicas del principal grupo de neuronas de este ndcleo, las NEM, estan
conservadas tanto en aves como en mamiferos. Sin embargo, existen muy pocos
registros electrofisiolégicos de los GB de amniotas mas primitivos, como los reptiles,
qgue arrojen informacién acerca del funcionamiento de este circuito neuronal.

Por este motivo el presente trabajo tiene por objeto mostrar como el bloqueo de
algunas conductancias i6nica, principalmente de potasio, que estan presentes en las
NEM del estriado de la tortuga, modifican el patréon de disparo de estas células y/o las
propiedades electrofisiolégicas. Ya que el establecimiento de las diferencias, asi como
las similitudes de las propiedades electrofisiolégicas de las NEM, entre mamiferos y
reptiles, nos permitiria comprender, entre otras cosas, la forma en que algunas de las
funciones motoras reguladas por el estriado pudieran haber evolucionado.

Para ello se obtuvieron registros intracelulares en la modalidad de fijacion de
corriente en rebanadas de 400 um del estriado de tortuga (Trachemys scripta
elegans), con microelectrodos de 80-120 MQ de resistencia. Los protocolos
electrofisiolégicos que se realizaron fueron de curvas intensidad—voltaje, tanto en
condicién control como en presencia de bloqueadores inespecificos de canales de
potasio: tetraetilamonio (TEA), 4-aminopiridina (4—AP) y cesio (Cs™).

Los efectos observados en las NEM del estriado de tortuga son similares a lo
reportado en mamiferos. Entre las caracteristicas estudiadas en las NEM se observo
que la latencia al disparo del PA cambio de 208 £ 33.5 ms, a 82.8 £ 20 ms en
presencia de 4-AP (1 mM). Mientras que en presencia de TEA (20 mM) se observ6 un
cambio en la duracion del PA de 5.5 + 0.5 ms a 129.05 + 24.49 ms, ademas se
observé una rectificacion a potenciales hiperpolarizantes, que en presencia de Cs* 5
mM fue perdiéndose gradualmente. Los resultados electrofisioldégicos arrojados por
este trabajo indican la presencia de conductancias idnicas de potasio presentes en la
regulacion del PA de las NEM del estriado de tortuga, lo que sugiere que las
propiedades de disparo de las neuronas estriatales y las conductancias involucradas
se encuentra conservadas entre los amniotas.



INTRODUCCION

El sistema nervioso tiene como funcion recibir informacién del medio ambiente,
integrarla y emitir las respuestas correspondientes. Estas operaciones se realizan
gracias a la variacién en la frecuencia y en el ritmo de aparicién de las senales
eléctricas neuronales. Muchas de estas sefales poseen una amplitud y duracién
relativamente homogéneas y son conocidas como potenciales de accion, impulsos o
espigas de voltaje “todo o nada” (Hodgkin y Huxley, 1952). La frecuencia y el ritmo de
disparos de los potenciales de acciéon pueden correlacionarse con la iniciacion, el
control y la terminacién de la actividad en distintos 6rganos y tejidos, como son los
musculos y las glandulas. De esta manera, el patrén temporal de disparos de los
potenciales de accién representa un coédigo mediante el cual una neurona comanda
una respuesta determinada. Mediante este mecanismo la informacién es integrada por
la propia neurona y transferida desde el cono axénico hasta las terminales nerviosas,
donde ocurre la transmisiéon sinaptica (Shepherd, 2004; Kandel et al., 2000; Hammond

2001).

Los diversos canales i6nicos de una célula le proporcionan una gran cantidad
de mecanismos para regular su excitabilidad, entendida esta como la forma en que la
célula responde, eléctricamente, ante un estimulo dado. Esta regulacién puede
manifestarse como: latencias variables para disparar, cambios en la duracion de los
potenciales de accidén, cambios en la frecuencia y el ritmo de disparo de las espigas,
cambios en la adaptacion de la frecuencia de disparo, disparo en rafagas y presencia
de mas de un umbral de disparo (Galarraga y Bargas, 1998).

Los patrones de disparo y respuestas excitables que una célula posee se

deben a los diversos canales i6nicos cuya actividad depende del tiempo, del voltaje



transmembranal y del metabolismo. En términos generales se puede considerar que

existen al menos cinco principales familias de conductancias i6nicas (Galarraga y

Bargas, 1998):

1.

Corrientes salientes persistentes: corrientes de potasio que repolarizan el
potencial de accién y generan el ritmo de disparo en rafaga, genera la

adaptacion de frecuencia de disparo.

Corrientes entrantes persistentes o que se inactivan lentamente: corrientes
de sodio que sostienen una determinada frecuencia de disparo por largo tiempo,
generan propiedades bi-estables, potenciales despolarizantes lentos; ademas

produce la liberacién de neurotransmisores.

Corrientes entrantes transitorias o que se inactivan rapidamente: corrientes
de sodio y de canales de calcio tipo T que generan potenciales de accion “todo

0 nada” y despolarizacion transitoria.

Corrientes salientes transitorias que se inactivan rapidamente: corriente la, Ip
de potasio que generan latencia prolongada del disparo, baja frecuencia y

disparo ritmico.

Rectificadores entrantes o anémalos: corrientes de canales Kig y corriente Iy
que mantienen el potencial de membrana en reposo, se opone a la

hiperpolarizacién excesiva, integra las entradas sinapticas de las dendritas.



Potencial de accion

El potencial de accién se produce por el movimiento de iones a través de
canales activados por voltaje en la superficie de la membrana, este movimiento, que
ocurre después de la apertura de los canales, cambia la distribucién de cargas a cada
lado de la membrana (Kandel et al., 2000).

Los mecanismos por los cuales se genera un potencial de accion del tipo “todo o
nada” varian en las diferentes células excitables, sin embargo, el mecanismo general
es el mismo:

A) Un estimulo adecuado produce un cambio en el potencial de membrana de la
célula estimulada, este cambio consiste en una despolarizacion.

B) Cuando la despolarizacién alcanza una magnitud determinada (umbral de
disparo) se abren canales que conducen corriente catidnica entrante
(principalmente conductancias de sodio rapidas) que despolarizan alin mas la
membrana produciendo un potencial de accién “todo o nada”.

C) Poco tiempo después de que los canales de sodio han sido abiertos, éstos se
cierran mediante el proceso de inactivacién; simultaneamente se activan
canales que conducen corriente saliente (principalmente canales de potasio
retardados).

D) Con la inactivacion de los canales de corriente entrante y la apertura de los
canales de corriente saliente termina la despolarizacion y la membrana se
repolariza; llegando a alcanzar incluso valores menores del potencial de

membrana que los que se tenian en el reposo (pospotencial hiperpolarizante).

Es facil comprender entonces, que los diversos canales i6nicos de una

célula le proporcionan un repertorio de mecanismos para regular su excitabilidad.



Canales lonicos

Los canales id6nicos de las neuronas estan afinados de forma o6ptima para el
procesamiento rapido de la informacion; estos canales son heterogéneos, de forma
que diferentes canales en distintas zonas del sistema nervioso pueden llevar a cabo
tareas especificas de transmisibn de senales. Los canales idnicos poseen
propiedades importantes: conducen, reconocen y seleccionan iones especificos, y se
abren y cierran en respuesta a sefales eléctricas, mecanicas o quimicas especificas

(Kandel et al., 2000).

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana que regulan el flujo
de iones a través de esta en todas las células (Hille, 2001). Se activan por el cambio
en el potencial de membrana, y participan en un gran numero de funciones celulares
importantes, ya que son reguladores cruciales de la excitabilidad neuronal y del
potencial de la membrana, entre ellos destacan los canales de potasio (Dodson vy

Forsythe, 2004).

Canales de potasio

De los canales idnicos presentes en las membranas celulares, los canales de
K* son de gran importancia, pues permiten el flujo de potasio y son esenciales para la
generacion de la corriente eléctrica a través de las membranas (Choe, 2002). Son
reguladores fundamentales de la excitabilidad ya que coloca al potencial de
membrana en el reposo y lo puede acercar al umbral de disparo, repolariza
potenciales de accion y limita la excitabilidad (Dodson y Forsythe, 2004). Ademas,
controlan la frecuencia y la forma del potencial de accién, la secrecién de hormonas y
de neurotransmisores y el potencial de membrana de la célula. Sus actividades son

reguladas por un numero de factores que incluyen los potenciales a través de la



membrana celular, calcio citosolico y ATP, la accion de varias cinasas y fosfatasas de
proteinas, y segundos mensajeros movilizados por neurotransmisores y hormonas

(Miller, 1995; Alexander et al., 2004).

Durante la década pasada, los canales de K* han sido clonados, con lo que se
ha podido establecer sus propiedades especificas como: la estequiometria de las
subunidades, ensamblaje y modulacion por segundos mensajeros (Char-Chang,
2000), utilizando agentes bloqueadores permeables a la membrana celular vy
bloqueando la conduccién de los canales (Kaczorowski y Garcia, 1999), o
disminuyendo la selectividad al i6n. Por otro lado se han realizado estudios de
mutagénesis dirigida en donde se puede ver como es la actividad de los canales
cuando se alteran algunos de los genes que codifican para un canal en particular

(Jarolimek et al., 1998).

En la actualidad se conocen mas de 100 genes que codifican para las
diferentes familias de los canales de potasio (Phil et al., 2000). Estos canales se
encuentran tanto en eucariontes como en procariontes y constituyen un factor central
para la vida celular (Hille, 2001). En organismos superiores los canales de potasio se
han convertido en factores primarios del sefalamiento intracelular, particularmente

entre las neuronas (Choe, 2002; Char-Chang, 2000).

Estructura de los canales de potasio

Los canales de potasio estan constituido por una diversa familia de proteinas
de membrana (Char-Chang, 2000; Gribkoff et al., 2001), altamente conservados a
través de los diferentes grupos filogenéticos (Gribkoff et al., 2001). Estos canales
estan formados por dos subunidades, a y B (Phil, et al., 2000), la subunidad

responsable de la selectividad del i6n es la subunidad alfa, se encuentra integrada a la



bicapa lipidica. La subunidad alfa tiene una regién muy estrecha formada por
aminoacidos, llamada “region del poro” o simplemente regién P (Smith-Nielsen, 1997;
Nicholls y Lopatin, 1997; Cingolani y Houssay, 1998; Choe, 2002). Esta subunidad se
encuentra altamente conservada, ya que es la formadora del filtro de selectividad para

los iones potasio (Hille, 2001).

Estos canales generalmente actian hiperpolarizando a las neuronas por medio
de su apertura, permitiendo el flujo de K* hacia fuera de la célula a favor de su

gradiente de concentracion (Gribkoff et al., 2001).

Existen varias clases de canales de potasio (Phil et al., 2000), comunmente
estan divididos en cuatro clases estructurales, basandose en el nimero de dominios
transmembranales y regiones del poro. Las cuatro clases estan constituidas por: A) 6
dominios transmembranales con una regidon del poro; B) 2 dominios
transmembranales con una region del poro; C) 4 dominios transmembranales con 2
regiones del poro; y D) 8 dominios transmembranales con 2 regiones del poro. Estos
se pueden dividir en familias dependiendo de sus propiedades biofisicas o en

subfamilias dependiendo de la homologia de las secuencias (Gribkoff et al., 2001).

Canales 6TM/1P

Son una familia de proteinas de membrana que estdn muy relacionadas y que
difieren en su desarrollo de apertura, conductancias y farmacologia. Su inactivaciéon
estd en el rango de los milisegundos a segundos y los canales de potasio con
diferentes propiedades de inactivacion tienen un efecto diferente en la integracion de

la senal y en las propiedades del disparo repetitivo de la neurona (Choi et al., 1991).

A esta familia corresponden los canales de potasio que se abren por cambios

en el voltaje transmembranal, conocidos como canales Kv, que tienen 6 segmentos



transmembranales (6TM) y una regiéon P (1P), son comunmente conocidos como
canales 6TM/1P. En esta categoria se incluye a los canales de K* dependientes de
calcio, los cuales presentan una hélice adicional (llamada SO0), localizada en el
extremo amino terminal del segmento transmembranal 1 (S1), la cual queda en el lado
extracelular de la membrana. Estos canales participan en el control de la excitabilidad
eléctrica celular (Meir et al.,, 1999). Esta familia incluye a los canales de K*
denominados como “Shaker” y “Herg”, asi como los canales de K* activados por calcio

y los canales KCNQ, activados por la despolarizacion (Char- Chang et al., 2000).

Los canales pertenecientes a esta clase tienen importantes caracteristicas como:

1. Canales dependientes de calcio: se pueden encontrar en neuronas a través del
sistema nervioso de los vertebrados. Se activan por las concentraciones internas
de calcio, o por el calcio interno y la despolarizacion, son llamadas conductancias
pequefias activadas por calcio (SK) y conductancias grandes (BK),
respectivamente (Meir et al., 1999). Los canales SK juegan un papel fundamental
en todas las células excitables, ya que son canales independientes de voltaje. Son
activados por un incremento en el nivel de calcio intracelular, como ocurre durante
un potencial de accién. Su activacion causa hiperpolarizacién de la membrana, la
cual inhibe el disparo celular y limita la frecuencia de disparo de los potenciales de
accion repetitivos. La fase inicial del potencial de accién estda dada por la
activacion de los canales BK, mientras que la fase lenta esta dada por los SK, los
cuales son abiertos solamente por iones calcio intracelularmente (Bond et al.,
1999). Los canales BK, son canales dependientes de voltaje, su apertura es
controlada por el voltaje transmembranal. Son altamente dependientes de la

concentracion intracelular de calcio, limitando la excitabilidad neuronal.



2. Los canales dependientes de voltaje se encuentran altamente distribuidos en las
neuronas. El papel de estos canales es el controlar el potencial de reposo de la
membrana (Tan y Llano, 1999). Las corrientes de potasio activadas por voltaje
que se encuentran en las terminales nerviosas pueden ser moduladas

singpticamente por varias moléculas y drogas.

Canales 4TM/2P

Otra de las familias de canales de potasio que contiene 4 dominios
transmembranales y dos regiones P (4TM/2P) se conocen como “leak”, o canales de
corriente de fuga (Phil et al., 2000), intervienen en el mantenimiento del potencial de la
membrana (Meir et al., 1999). Representan la familia de canales de K" mas

abundante, con mas de 50 tipos diferentes. (Char-Chang et al., 2000).

Canales 2TM/1P

Quizas la familia de canales de potasio con la estructura mas sencilla, en
cuanto a su arquitectura, se encuentra en la familia de los canales de potasio
rectificadores andémalos o entrantes (Kig), estos canales estan formados por 2 hélices
transmembranales (2TM) y una regién del poro entre ellos (Char-Chang et al., 2000),
de alli a que algunas veces se les llame como 2TM/1P (Phil et al., 2000). Estos
canales conducen las corrientes de K* en direccion saliente (Char-Chang et al., 2000),
por ello son importantes en el restablecimiento del potencial de la membrana durante
el reposo. Estos canales son muy importantes en la regulacién de la secrecién de la
insulina, la respuesta a la isquemia cardiaca y cerebral, ademas, de que participan en

el control del tono muscular vascular (Reimann y Ashcroft, 1999; Phil et al., 2000).

Los canales Kig cumplen dos funciones principales en la célula: establecen el

potencial de membrana en el reposo a valores cercanos al potencial de equilibrio para



el K y median el transporte de K" a través de la membrana (Jones, 1997; Reiman y
Ashcroft, 1999). Estos canales conducen mas corriente cuando el potencial de la
membrana esta hiperpolarizado que cuando estd despolarizado. Esta propiedad
resulta principalmente de su dependencia al voltaje bloqueando las corrientes
salientes por cationes citoplasmicos (Mg?* y poliaminas), que entran al poro por la
influencia del campo de voltaje de la membrana e impiden el influjo de potasio. Estos
cationes interactian con residuos de cargas negativas del 2TM y/o con el extremo

carboxilo terminal para inducir la rectificacion entrante (Reiman y Ashcroft, 1999).

Los 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 iniciacion, planeacion y ejecucion de los movimientos
(Albin et al., 1989; Wilson, 2004). 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 ganglios basales se remonta a peces agnatos. Sin embargo,
durante la transicién evolutiva de anfibios a reptiles ocurre un cambio estructural en
estos nucleos, que puede 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).

El cuerpo estriado en particular, y en general los ganglios basales, son algunas
de las estructuras mejor estudiadas del sistema nervioso de los mamiferos, ya que la
degeneracion de estos nucleos esta relacionada con la alteracion de movimientos

voluntarios, presentes en algunas enfermedades altamente incapacitantes como son:



la enfermedad de Parkinson, el sindrome de Tourett, las discinesias y la corea de
Huntington, entre otras. Debido a esta relevancia clinica han sido objeto de
numerosas investigaciones en las ultimas décadas (Lovinger y Tyler, 1996; Lange et
al., 1997; Wilson, 1998). Se considera ademas, que los ganglios basales se
encuentran muy conservados a lo largo de la evolucién, ya que el circuito sinaptico
que lo forma practicamente no ha cambiado desde los peces hasta los mamiferos
(Marin et al., 1998; Reiner et al., 1998).

Se considera que los ganglios basales estan organizados en dos sistemas
principales: A) el sistema dorsal estriato-palidal, que consta del estriado dorsal
(nucleos caudado y putamen en primates) y palido dorsal, el cual se divide 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, que estd constituido por el estriado
ventral (nucleo accumbens y parte del tubérculo olfatorio) y el palido ventral (Marin et

al., 1998; Medina y Reiner, 1995,1997).

En mamiferos y saurdpsidos (aves y reptiles), los GB poseen una porcién
dorsal relacionada con las funciones sensorio-motoras, mientras que la porcion ventral
esta involucrada en las respuestas emotivas (Marin et al., 1998). En todos los
amniotas, los GB estan localizados en la porcién central y/o ventral del telencéfalo
debajo de la corteza o palium, y separada de ella por una lamina fibrosa libre de
células que se conoce como “cuerpo calloso” en los mamiferos, o lamina medular
dorsal en las aves (Reiner et al., 1998). Estos nucleos reciben su entrada primaria
desde la corteza cerebral y envian su informacién hacia el cerebro medio, y via

talamo, ésta regresa a las cortezas prefrontal, premotora y motora. De este modo, 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).

La mayor parte de las aferencias que reciben los GB convergen en tres
estructuras, bien caracterizadas en mamiferos, los ndcleos caudado-putamen, el

nucleo accumbens y el nlcleo subtalamico:
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Figura 1. Circuito sinaptico en los ganglios basales (GB). Compartamentalizacion de la entrada
cortical hacia el nucleo estriado tal como se observa en los mamiferos actuales. Las células de
proyeccién de los estriosomas proyectan hacia la sustancia nigra pars compacta (SNc) y reciben
aferentes de ella. Las neuronas espinosas medianas de la matriz proyectan hacia la sustancia nigra
pars reticulata (SNr) y al globo palido interno (GPi) y externo (GPe). EI GPi proyecta hacia el talamo
ventral lateral, y este a su vez envia terminales a regiones motoras de la corteza. EI GPe mantiene
proyecciones reciprocas con el nucleo subtalamico (STN), quien a su vez proyectan 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 sustancia-P (SP).
(Tomado de Barral et al., 2001).




A) Nucleos caudado-putamen: estos nucleos comparten la misma organizacién
celular, por lo que comunmente son considerados como uno soélo, el estriado, al
cual llegan las aferencias glutamatérgicas provenientes de todas las areas 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 region
asociativa, principalmente localizada en el caudado, recibe proyecciones de las

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

B) Nucleo accumbens: este nlcleo 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 nlcleos caudado,
putamen y accumbens, considerados conjuntamente constituyen el neoestriado

(Wilson, 1998).

C) Nducleo subtalamico: esta estructura es cominmente considerada como el nacleo
de relevo de la salida de informacion neoestriatal, sin embargo también se ha
demostrado anatomicamente y fisioldgicamente su conectividad con la corteza (en
especial con las regiones motoras del Iébulo frontal) y el talamo (Magill et al.,

2000).

El estriado es el principal nucleo de entrada de informaciéon a los GB, que
recibe aferencias glutamatérgicas de la corteza y del tAdlamo (Wilson, 2004; 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. Por su

tamafo y la presencia de espinas dendriticas estas células reciben el nombre de



neuronas espinosas medianas (NEM), se trata de neuronas GABAérgicas ya que
liberan el acido-y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor (Wilson, 2004).

El estudio comparativo de los ganglios basales es de gran importancia ya que
ha revelado varias caracteristicas que pueden ser de interés para comprender mejor
el funcionamiento o la disfuncién de estas estructuras. Sin embargo, todos estos
estudios son altamente especulativos cuando sélo integran datos anatémicos (Reiner
et al.,, 1998). Los neurotransmisores y neuromoduladores implicados en el circuito
sinaptico estriatal también estan presentes en amniotas y anamniotas (Reiner et al.,
1998). En ese sentido, se conoce que conexiones neuronales como las
dopaminérgicas son de gran importancia en este nucleo, ya que estan involucradas en
el control motor; aunque se desconoce si este circuito ha cambiado funcionalmente a
través de la evolucién; por otro lado se considera que el origen ontogenético de esta
poblacion de neuronas es la misma en amniotas y anamniotas (Marin et al., 1998). Sin
embargo, se conoce muy poco sobre los aspectos funcionales del circuito estriatal en

la gran mayoria de las especies de grupos diferentes a mamiferos.

Existen evidencias sobre las propiedades electrofisiolégicas del principal grupo
de neuronas de este nucleo (neuronas espinosas medianas o NEM) que reportan que
estas neuronas se encuentran conservadas tanto en aves como en mamiferos
(Sugimori et al., 1978; Pineda et al., 1992; Flores-Hernandez et al., 1994; Nisenbaum
et al.,, 1994; Hernandez-Lépez et al., 1997; Reyes et al., 1998; Luo y Perkel, 1999;
Farries y Perkel, 2000; 2002; Ding y Perkel, 2002; Perkel et al., 2002; Farries et al.,
2005). En ese sentido se ha reportado que el estriado de las aves tiene neuronas con
caracteristicas electrofisiolégicas muy parecidas a las presentes en el estriado de
mamiferos, aunque por otra parte también se ha reportado la presencia de neuronas

no descritas para el estriado de mamiferos, y estas fueron halladas en una parte del



estriado, denominada porcién “X” que se sabe esta relacionada con el aprendizaje del
canto (Ding y Perkel, 2002; Farries y Perkel, 2000; 2002; Perkel et al., 2002; Luo y
Perkel, 1999; Krdner et al., 2002).

Se sabe que tanto aves y mamiferos provienen filogenéticamente de diversos
grupos de reptiles. Sin embargo los estudios sobre aspectos funcionales de
estructuras nerviosas en este grupo son muy escasos. Asi por ejemplo podemos
mencionar que los estudios en reptiles se han realizado principalmente en tortugas,
donde existen numerosos reportes que incorporan registros electrofisiolégicos,
realizados en diferentes nudcleos 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; Guertin y Hounsgaard, 1998; 1999; Henselmans et al., 1991). No
obstante, los Unicos reportes en la bibliografia sobre aspectos electrofisiol6gicos de
los ganglios basales de reptiles que arrojen informacién acerca del funcionamiento de
este circuito neuronal tan importante para el control motor han sido producido por

nuestro laboratorio (Sanchez-Mejorada et al., 2009; Barral et al., 2010).

Evolucion de los Ganglios Basales

Los ganglios basales parecen tener una mayor evolucion durante la transicién
de anfibios a reptiles, esta elaboracion pudo haber permitido a los amniotas aprender
y ejecutar una mayor cantidad de comportamientos y movimientos, habilidades que
probablemente fueron un elemento importante para su adaptacién 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 amniotas modernos las partes 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 evolucién de los GB en los mamiferos ha seguido una
evolucién 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. Sin embargo, 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 saurdpsidos (aves y
reptiles) estd dominado por los ganglios basales, mientras que el telencéfalo de los
mamiferos estd dominado por la neocorteza (Reiner et al., 1984). En los mamiferos, el
palium de los anfibios que cubre a los GB se convierte en la corteza de seis capas
caracteristica, mientras que en las aves se desarrolla una corteza especial para
funciones viso-espaciales denominada como el Wulst. En los reptiles, parte de este
tejido palial forma la cresta ventricular dorsal (DVR), y una corteza de tres capas

también caracteristica (Butler y Hodos, 2005; Reiner et al., 1998).

Inicialmente se pensé que la DVR formaba parte de los GB, debido a las
similitudes citoarquitecténicas. Sin embargo, sobre la base de estudios embriolégicos,
anatdmicos, histoldgicos y funcionales, se ha establecido que la DVR es mas similar a
la corteza de los mamiferos, siendo funcionalmente analoga (Reiner et al., 1983;

Reiner et al., 1984).
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Figura 2. Los ganglios basales estan organizados en sistema estriatopalidal dorsal y ventral en
todos los tetrapodos. En cada grupo 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 (I6bulo
paraolfatorio), PP (paleostriatum primitivum) y DP (palido dorsal). (Modificado de Marin et al., 1998).

Por otro lado, se ha sugerido que la evolucion de los ganglios basales se ha
llevado a cabo en diversas etapas a lo largo de la evoluciéon 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 de los ganglios basales 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 subdivisién palidal de los ganglios basales aparece durante
la evolucion 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).

Estudios recientes acerca de las conexiones, quimioarquitectura, distribucién
de marcadores bioquimicos (tales como dopamina, sustancia P y encefalinas), asi
como la expresion de genes homeoticos de las estructuras palidales y estriatales de
los ganglios basales han revelado que los vertebrados tetrdpodos tienen patrones
comunes de organizacién 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 estriato-palidal dorsal y ventral; 2) la presencia de dos
tipos de poblaciones de neuronas estriatales de proyecciéon quimicamente diferentes;
3) neuronas estriatales intrinsecas; 4) una fuerte entrada dopaminérgica originada del
tegmento del cerebro medio; 5) conexiones corticoestriatales y talamo-estriatales; 6)
proyecciones estriatales y palidales hacia la region tegmental del cerebro medio; y 7)
proyecciones de los ganglios basales hacia los centros premotores mesencefalicos e
istmicos. Estas similitudes han llevado a la conclusibn 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 lo observamos en los organismos



actuales se llevo a cabo en la transicion 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 subpoblaciones similares de neuronas, identificadas a través de técnicas
inmunohistoquimicas y los transmisores presentes en ellas, lo que sugiere que la
evolucion 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 través 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 conservados, las
diferencias sustanciales entre las células de estos organismos radican en el nimero y

localizacion (Smeets et al., 1999).

Organizacidén funcional y estructural del estriado

Al estriado se le denomina como paleoestriado en los anamniotas. Sin
embargo, es en los amniotas que se diferencia claramente en paleoestriado y
neoestriado, formando junto con el tdlamo en no-mamiferos un mecanismo integrador
y motor responsable en gran parte de la actividad estereotipada de estos animales.
Con el desarrollo de la neocorteza 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

homélogo al estriado de los mamiferos, ya que esta estructura aviar incorpora algo de



la neocorteza primitiva de los reptiles, denomindndose como el estriado dorso lateral
(EDL) y el l6bulo paraolfatorio (LPO) equivalentes al estriado de la rata (Farries y
Perkel, 2000; 2002; Farries et al., 2005). Aunque la organizacién telencefélica 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
anterior-dorsal (ADVR) de los reptiles. Muchos investigadores han considerado a la
ADVR como la estructura homologa del neoestriado y el hiperestriado ventral de aves.
En los mamiferos el estriado es considerado como probable candidato para ser la
estructura homologa de la ADVR de reptiles, ya que esta estructura (el estriado) es la
Unica cresta intraventricular prominente dentro del telencéfalo de mamiferos (Striedter,
1997).

Dentro del cuerpo estriado en los ganglios basales, las entradas
glutamatérgicas desde las areas corticales sensoriales, motoras y de asociacién
convergen con entradas, también glutamatérgicas, provenientes del nucleo
intralaminar talamico, con entradas dopaminérgicas desde la sustancia nigra pars
compacta, y con entradas serotonérgicas desde el nucleo Rafé dorsal (Wilson, 1998).

La mayor parte de las neuronas del estriado son neuronas de proyeccién,
conocidas con el nombre de neuronas espinosas medianas (NEM) (Fig. 3). En
primates y roedores las NEM constituyen el 97 % y el 95 % de la poblaciéon de
neuronas estriatales respectivamente. Estas neuronas presentan un soma de 10-20
um de diametro y poseen un arbol dendritico que ocupa un area con un diametro
aproximado de 300-500 um, el cual emite varias colaterales que arborizan

profusamente (Bennett y Wilson, 2000).



Las NEM poseen potenciales en reposo de alrededor de = -85 mV, por lo que
para generar potenciales de accion requieren de una gran excitacion. La activacion de
receptores glutamatérgicos tipo AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazole-4-
propionato) y NMDA (N-metil-D-aspartato), mantienen el potencial de membrana de
las NEM a -55 mV aproximadamente, haciendo mas eficaces las entradas excitatorias
por tiempos mas prolongados. Dentro de las propiedades electrofisiol6gicas
intrinsecas de estas neuronas se encuentra la presencia de conductancias
rectificadoras de potasio: una corriente rectificadora entrante o anémala (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 |A) 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), esta conductancia, sensible a 4-aminopiridina (4-AP), produce una rampa y
el retraso de la espiga en respuesta a pulsos de corriente despolarizante (Farries y

Perkel, 2000; Venance y Glowinski, 2003; Nisenbaum y Wilson, 1995).




Figura 3. Fotomlcrografla de una neurona esplnosa medlana del estriado de la tortuga. Se puede
observar el soma ovoide o fusiforme de 22 um de diametro, del que parten 4 a 5 ramas dendriticas
profusamente cubiertas por espinas dendriticas que forman un arbol dendritico de aproximadamente
350 um. Micrografia obtenida en el laboratorio con la técnica de Golgi.

La activacion de estas dos conductancias disminuye la resistencia de entrada
de la NEM, este efecto se refleja como una disminucién en la pendiente de la funcién
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 de mamifero un umbral de
disparo entre -55 a -45 mV y una amplitud de la espiga de 60 mV (Venance y
Glowinski, 2003).

En todos los amniotas, la parte estriatal de los ganglios basales es rica en
acetilcolinesterasa (AChE) y colin-acetiltransferasa (ChAT), asi como sustancia-P
(SP), encefalinas (ENK) y dopamina (DA) (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 morfolégicamente, los parches o estriosomas y la matriz o

matriosomas. Sin embargo, esto no ha sido demostrado para los saurépsidos, por lo



tanto, la compartamentalizacion pareciera ser una caracteristica exclusiva de los
mamiferos. No obstante, se ha reportado la presencia de la AChE, receptores a
opiaceos tipo u 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 sustancia nigra pars compacta (SNc) y contiene sustancia P, dinorfina y
encefalinas. Las NEM de este compartimiento expresan receptores p-opioides (MOR),
mientras que las NEM de la matriz no lo expresan (Gerfen, 1992). Las NEM de la
matriz pueden formar dos circuitos sinapticos diferentes, con propiedades
farmacolégicas distintas: las de la “via directa” y las de la “via indirecta” (Fig. 4). Las
NEM de la via directa proyectan hacia la sustancia nigra pars reticulata (SNr) y el
segmento interno del globo palido, muestran una alta expresidon de receptores
dopaminérgicos tipo D1 y son ricas en SP y dinorfina, mientras que las NEM de la via
indirecta proyectan al segmento externo del globo palido, muestran una alta expresion
de receptores dopaminérgicos D2 y contienen neuroquinina B y ENKs (Gerfen, 1992;
Nicola et al., 2000). Sin embargo, hay estudios que han revelado la presencia de NEM
que expresan tanto receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2, asi como la SP y las

ENKs (Surmeier et al., 1996).




Dopamina

Via Directa Via Indiracta
facilita el movimiento inhiba el movimiento

_ Talamo

icleo
dunculo pantine
| /

"= f Médula
; / espinal

Figura 4. Conexiones anatomicas del circuito ganglios basales-talamocortical, 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 més claras
indican la via excitatoria, mientras que las mas obscuras la via inhibitoria. Abreviaciones: GPe
(globo paélido externo), GPi (globo palido interno), SNc (sustancia nigra pars compacta), STN
(nucleo subtalamico). (Modificada de Kandel et al., 2000)

Existen en el estriado ademas de las NEM 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 las 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 y Wilson,
2000; Wilson, 1998; Kawagushi et al., 1993);

B) Interneuronas que contienen parvalbumina: neuronas no espinosas de tipo
GABAEérgico, su soma tiene un didmetro aproximado de 10-30 um, asimismo
presentan varicosidades en las zonas mas distales del soma y poseen campos
dendriticos locales y extendidos (Bennett y Wilson, 2000; Wilson, 1998;
Kawagushi et al., 1993);

C) Interneuronas que contienen somatostatina y 6xido nitrico; neuronas de tipo
bipolar y su soma mide entre 10 y 20 um de diametro, sus dendritas carecen de
espinas y rara vez se ramifican. Presentan disparo regular con pronunciada
adaptacién y expresan la enzima sintetasa de 6xido nitrico (Bennett y Wilson,
2000; Wilson, 1998; Kawagushi et al., 1993).

Es importante mencionar que se ha observado que la proporcién de interneuronas

es mayor en primates y en humanos que en otros mamiferos, asimismo la proporcién
de interneuronas también es menor en organismos filogenéticamente inferiores a

mamiferos (Reiner et al., 1998)



HIPOTESIS DE TRABAJO

Se considera que las aves y los mamiferos son filogenéticamente grupos
terminales de la evolucién de los vertebrados, los cuales se originaron a partir de
reptiles, por lo que esta ultima clase de organismos ocupa un lugar crucial en la
evolucién de los cordados. En ese sentido, si los mamiferos se originaron a partir de
reptiles, entonces es posible considerar que los ganglios basales, el circuito sinaptico
que lo integra y las propiedades electrofisiolégicas que rigen este circuito, sean muy
similares entre mamiferos y reptiles, es decir, que estas caracteristicas se encuentren

conservadas a lo largo de la evolucion.

JUSTIFICACION

Los reptiles ocupan un lugar crucial en la evolucion de los cordados. A pesar de
esto, no se han estudiado completamente las propiedades electrofisiolégicas de las
estirpes neuronales de los ganglios basales en los reptiles. El conocimiento del origen
evolutivo de las propiedades de las células de los ganglios basales es de suma
importancia. Si partimos desde un punto de vista filogenético, la comparacién de los
parametros electrofisiologicos de las células estriatales (la frecuencia de disparo
neuronal; el patrdn de disparo, en respuesta a un pulso cuadrado de estimulo; la
latencia del potencial de accidn; el valor umbral de activacion; la identificacién de las
posibles conductancias iénicas involucradas en los diversos patrones de disparo
neuronal; etc.), nos permitiria conocer cuales fueron las influencias externas e internas
que motivaron los cambios funcionales de dichas células. Por este motivo el presente
trabajo tiene por objeto ampliar nuestro conocimiento sobre las propiedades
electrofisiolégicas de las NEM de reptiles como la tortuga y mostrar como el bloqueo
de algunas conductancias iénicas presentes en las NEM produce cambios importantes

en las propiedades de disparo de estas neuronas.



OBJETIVOS

X/
°e

X/
o

General

Estudiar el cambio en los patrones de disparo de las neuronas espinosas
medianas del estriado de la tortuga por el bloqueo de algunas conductancias de
potasio.

Particulares

Observar el efecto de bloqueadores inespecificos de conductancias al potasio
como la 4-aminopiridina, el tetraetilamonio y el cesio.

Determinar si las corrientes de potasio modulan el patrén de disparo de las
NEM del estriado de tortuga.

Establecer que la corriente |a esta involucrada en la latencia del disparo para
las NEM del estriado de tortuga de forma similar a lo observado en aves y
mamiferos.

Comprobar el papel de los canales rectificadores retardados en la generacion
de potenciales de accion, y como esta o estas conductancias se encuentran
involucradas en la relacién corriente-voltaje de las NEM de tortuga.

Determinar si la corriente de rectificadores entrantes esta involucrada en el
potencial de accion de las NEM de tortuga.

Sefalar si existen diferencias o similitudes entre las propiedades

electrofisioldgicas de las NEM de tortuga y mamifero.



MATERIALES Y METODOS

Organismos

Para la realizaciobn de este proyecto se utilizaron tortugas como grupo
representativo de reptiles. Esta decision se tomé con base a: 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 preparaciéon de la tortuga ofrece multiples ventajas
para la elaboracion de estudios electrofisiol6gicos, 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, sustancia nigra), ademas de que
en esta preparacion se pueden realizar registros de varios dias de duracion, 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 extincién, por lo que
realizar investigaciones que demandan un numero potencialmente elevado de

organismos sélo aceleraria el proceso de extincion de las mismas.

Afortunadamente las especies de tortugas que se utilizaron para realizar los
experimentos son muy abundantes y no se encuentran en peligro de extincién. Se
utilizaron tortugas de la especie Trachemys scripta elegans (tortuga japonesa de
orejas rojas), adultas (15 cm de plastrén), sin distincién de sexo, que se adquirieron
legalmente a proveedores reconocidos por la SEMARNAT. Posteriormente se criaron

en condiciones éptimas en el Laboratorio de Herpetologia de la FES Iztacala.



En nuestro laboratorio se han tomado previsiones para evitar el sufrimiento de
los animales utilizados en este estudio, para ello todos los organismos se mantienen
en condiciones de laboratorio, con libre acceso al alimento y al agua. Previo a
cualquier manipulacion experimental los organismos fueron anestesiados. Este
laboratorio se adhiere a la normatividad nacional e internacional para la realizacién de
experimentos con animales (Norma Oficial Mexicana, NOM-062-ZO0-1999; Guide for

the Use and Care of Laboratory Animals, Society For Neuroscience).

Diseccidn de Tortuga

Después de anestesiar a la tortuga con pentobarbital sédico (100 mg/kg) en la
parte anterior de las patas traseras, el cerebro fue removido e incluido en agar para la
obtencion de las rebanadas, las cuales fueron cortes coronales de los cerebros con un
espesor de 300-500 um obtenidas a baja temperatura. Estas se obtuvieron con ayuda
de un vibratomo, y se sumergieron en solucién salina fria (en mM): 120, NaCl; 5, KCI;
2, MgCly; 3, CaCly; 15, NaHCOg3; y 20 glucosa, pH 7.4; la solucion fue saturada con
una mezcla de 95% O, - 5% CO, (Delgado-Lezama et al., 1999; Hounsgaard, 2002).
Una vez obtenidas las rebanadas se mantuvieron en incubacién con solucién salina a
temperatura ambiente en un periodo no menor a 1 h. Posteriormente las rebanadas se
trasladaron a una camara de registro. En estas condiciones se pudieron obtener
registros después de cuatro dias de haber realizado la diseccién (Mufioz et al., 1998).
La velocidad de perfusién fue un flujo constante de 1.0 £ 0.5 ml/min de solucién salina
a temperatura ambiente.

Todos los farmacos que se utilizaron en el presente trabajo se disolvieron
previamente en solucién salina y se administraron a través del dispositivo de

perfusion.



Sistema de Registro Intracelular

Los registros se realizaron en el cerebro de tortuga en el area identificada como
estriado dorso lateral, que corresponde al neoestriado de los mamiferos
(paleostriatum augmentatum de acuerdo al atlas de Powers y Reiner, 1980). Las
rebanadas fueron trasladadas a la camara de registro donde fueron soportadas por
dos redes de nylon y siempre perfundidas con la solucién salina. Los registros se
hicieron con microelectrodos construidos con capilares de borosilicato. Estos fueron
hechos en un estirador de pipetas (Sutter, P-87) y llenados con una soluciéon 3 M de
acetato de potasio. Se utilizaron microeléctrodos cuya resistencia oscild6 entre 60 y

120 MQ.
Obtencidn de registros

Los registros se obtuvieron con un amplificador de alta impedancia (Cignus
Technology, IR-183), en la modalidad de fijacién de corriente. A través del electrodo
de registro se inyectaron pulsos de corriente de diferente duracion y amplitud
sincronizados por computadora con el programa Lab View (National Instruments), y
generados 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 (Pérez-Garci et al., 2003). Los registros se digitalizaron y se almacenaron
para su posterior analisis.

Para obtener el registro intracelular se realiza al siguiente procedimiento:
después de colocar la punta del microelectrodo en la superficie superior de la
rebanada, se aplica un pulso cuadrado de corriente a través del microelectrodo,
compensando su capacitancia y balanceando el puente producido por dicho pulso, se

hace descender el microelectrodo y al mismo tiempo, se aplica un pulso cuadrado de



corriente intracelular y simultaneamente se observa en el osciloscopio cuando cambia

el potencial de membrana.

Cuando esto sucede (indicando que ha cambiado la resistencia en la punta del
electrodo) se hace vibrar dicha punta, inyectando choques de corriente por un periodo
de tiempo muy breve. Cuando el cambio se debié a que la punta del electrodo toca la
membrana de una neurona, eventualmente, la vibracién hace que el electrodo penetre
dicha membrana, en ese momento se observa en el osciloscopio que el potencial se
hace bruscamente negativo y pueden producirse potenciales de accién espontaneos o
provocados por inyeccion de corriente despolarizante. En este momento, se considera
que el electrodo se encuentra en el interior de la célula de registro y se tiene entonces

un registro intracelular.

Caracterizacion electrofisioldgica

Para identificar las neuronas registradas se hicieron curvas intensidad-voltaje
(I-V), las cuales se obtuvieron estimulando a la célula con pulsos cuadrados de
corriente despolarizante e hiperpolarizante a 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 fenédmeno de rectificacion, producido por corrientes de potasio que son
activadas a este potencial de membrana.

Para la obtencién de las curvas intensidad frecuencia (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 accion),

para este protocolo la célula se mantuvo en un potencial de membrana de -80 mV.



Tanto las curvas |-V como las curvas I-F se obtuvieron en condiciones control (en

ausencia de cualquier farmaco).

Protocolo Experimental

Se realizaron curvas |-V e I-F, con el fin de obtener las caracteristicas tanto
pasivas como activas de las neuronas estriatales.

Cada experimento consistié de dos fases: un control, en ausencia de agonistas
y una fase experimental, en presencia de los diferentes bloqueadores anadidos en el
medio de perfusion.

Farmacos

Se utilizaron bloqueadores inespecificos de los canales de potasio
(4-aminopiridina, cesio, tetraetilamonio). Todos ellos adquiridos a Sigma Chemical Co.
(México).

Analisis de datos

Se tomaron muestras de datos antes y después de la aplicacion de los
bloqueadores de canales i6nicos. Los cambios en las propiedades de los potenciales
de accidn, en la frecuencia de disparo, o en las curvas |-V se expresan como Media +
Error Estandar de la Media (EEM). Para el analisis se utilizaron pruebas estadisticas
paramétricas (t de Student para datos pareados, previa prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov) y no paramétricas (prueba de Wilcoxon).



RESULTADOS

Caracterizacion electrofisioldgica

En la figura 5 se muestran los trazos de voltaje en respuesta a pulsos de corriente
despolarizante e hiperpolarizante de diferentes intensidades. Como se puede observar
la curva intensidad-voltaje exhibe rectificacion a un potencial de -75 mV. En
mamiferos se ha reportado que esto se debe a la activacion de conductancias (IK;) 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, asimismo cuando se mandan pulsos de corriente
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FIGURA 5. Curva Intensidad-Voltaje de las neuronas espinosas medianas del estriado de tortuga
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 -75 mV C) Se muestra la relacion Intensidad-Voltaje tomada en la parte estable del
registro.




despolarizante, las NEM 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, que son sensibles a la 4-AP

(Bargas et al., 1989; Farries y Perkel, 2000).

En la figura 6 se muestran los trenes de potenciales de accién provocados por
la inyeccion de 3 pulsos de corriente despolarizante de diferente intensidad, asi como
la relacidn intensidad-frecuencia en las NEM de tortuga; se puede apreciar adaptacion
en el patron de disparo de las neuronas, y es posible que la adaptacion y la
disminucién en el retraso del disparo se deba a la entrada de calcio por canales

sensibles al voltaje, probablemente de tipo L (Pérez-Garci et al., 2003).
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FIGURA 6. Frecuencia de disparo de las neuronas espinosas medianas del estriado de la
tortuga, en respuesta a diferentes pulsos de estimulaciéon. A) Cambios en la frecuencia de disparo
de potenciales de accion como respuesta a los diferentes pulsos de estimulacion, a partir de un
potencial de mantenimiento de -80 mV. B) Pulsos de corriente despolarizante de diferentes
intensidades aplicados. C) Curva Intensidad-Frecuencia donde se grafica la frecuencia del tren de
potenciales de accién.




Conductancias idonicas

Efecto de la 4-Aminopiridina

En la figura 7 se muestra el efecto de 1 mM de la 4-AP en el patron de disparo
de las neuronas espinosas medianas del estriado de tortuga producidos desde un
potencial de mantenimiento de -80 mV. Como se puede observar en la figura control
(7A), la aparicion del primer potencial de accion tiene una latencia caracteristica de
este tipo de neuronas, de 208 £ 33.5 ms (n = 9), y que se debe a la activacion de una
corriente transitoria rapida (principalmente Is) del que se aprecia claramente el
componente lento 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). En la tortuga esta conductancia resulto sensible a la 4-AP, ya que produjo
un retraso en la aparicion del potencial de accién en respuesta a pulsos de corriente
despolarizante similar a lo observado en aves y mamiferos (Farries y Perkel, 2000;
Venance y Glowinski, 2003; Nisenbaum y Wilson 1995).

En la figura 7B se puede observar que en presencia de la 4-AP la latencia para
el inicio del primer disparo disminuyé significativamente, en su lugar se observa un
disparo con una latencia mucho menor, 82.8 + 20 ms (n=9, P<0.001, prueba de t de
Student).

El cambio en la latencia del disparo por la aplicacién de 1 mM de la 4-AP, nos
indica la presencia de una corriente iénica de potasio (presumiblemente la corriente
tipo 1a (Hille, 2001; Galarraga y Bargas, 1998), ya que a esa concentracion de la 4-AP
principalmente se bloquea dicha corriente transitoria. Esta corriente por lo general
presenta dos componentes, uno rapido (la) y otro lento (Ip) que es el que produce el
retraso en el disparo y que es la corriente que nosotros mostramos (Galarraga y

Bargas, 1998).
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FIGURA 7. Efecto de la 4-aminopiridina sobre el disparo de las neuronas espinosas medianas
del estriado de tortuga. A) Registro control tomado antes de la aplicacién de la 4-AP (1 mM). Noétese
la duracién de la latencia (258 ms), caracteristico de estas neuronas. B) La aplicacion de 4-AP (1 mm)
produjo una disminucion significativa de la latencia (85 ms) para la aparicion del primer potencial de
accion.

Esta corriente es responsable de bajas frecuencias de disparo, ayuda a generar
el disparo ritmico, repolariza potenciales de accién y potenciales despolarizantes,
ademas de regular el umbral de disparo; la latencia en el disparo se debe a que la

despolarizacién induce corrientes transitorias salientes de K* antes de inducir las



corrientes entrantes de Na* y de Ca'™ propias del potencial de accioén, es decir, lo
primero que produce el estimulo es un potencial hiperpolarizante previo al disparo del
potencial de accién que Unicamente retrasa la llegada al potencial umbral, y como la
latencia de la neurona depende de la cinética de inactivacion de estos canales
transitorios, al bloquearlos con la 4-AP se observa la disminucién de dicha latencia, y
con ello se puede explicar el retraso en la aparicion del disparo del potencial de accién

producido por la corriente Ia.

Efecto del Tetraetilamonio

Para bloquear los canales de potasio de manera inespecifica utilizamos el
tetraetilamonio (TEA), que también se ha utilizado como una sonda molecular para la
boca del poro interno o externo de los canales de potasio dependientes de voltaje
(Denton y Leiter, 2002; Crouzy et al., 2001), el cual bloquea la via de permeacién, y
ocluye el movimiento de los iones potasio a través del poro (Crouzy et al., 2001). El
TEA es un i6n pequeno que bloguea los canales de potasio abiertos, pudiendo actuar
tanto externa como internamente (Crouzy et al., 2001; Meir et al., 1999; Hille, 2001),
pues al actuar por el lado extracelular bloquea a los canales rectificadores retardados,
asi como a la corriente A, a la corriente dependiente de calcio (especificamente BK)
(Meir et al., 1999; Hille, 2001), al rectificador entrante y a los canales de potasio
dependientes de ATP (Takako et al.,, 1996); mientras que por el lado intracelular no
bloquea a las corrientes rectificadoras entrantes (Hille, 2001). Se sabe que 20 mM de
TEA bloquea completamente a los BK, y a la mayor parte, sino es que a todos los
subtipos de canales de potasio dependientes de voltaje (Ky), excepto a Ky1.2 (Takako.
1996). Los canales de potasio se pueden dividir en dos categorias dependiendo la

sensibilidad del canal hacia el TEA: aquellos que son altamente selectivos (K; menor a



1 mM) y aquellos que son relativamente insensibles (Ki mayor a 20 mM). Se sabe que
el canal “Shaker” de K*, Kv1.1, (Hille, 2001) tiene alta afinidad por el TEA y produce el
bloqueo de la boca del poro con alta afinidad (Denton y Leiter, 2002).

En la figura 8 se observa el efecto del TEA (20 mM) sobre las propiedades de
disparo en las NEM del estriado de la tortuga producidos desde un potencial de
mantenimiento de -80 mV. Como se puede observar en la parte superior de la figura
(8A), el registro control muestra un disparo caracteristico de una NEM con una
duracién del potencial de accién de 5.5 £ 0.5 ms medido desde el umbral de disparo
(n=7). En el trazo medio (Fig. 8B) se observa el efecto temprano del TEA 20 mM,
donde es caracteristico la presencia de potenciales de accidn rapidos y lentos con un
incremento en la duracién del potencial de accion de 16.7 £ 5.1 ms. Finalmente, en el
trazo inferior (Fig. 8C) se muestra el efecto tardio del TEA. Aqui tipicamente se
observé un potencial de accién Unico y rapido seguido de un potencial de calcio
evocado por TEA, el cual se desenmascara por el bloqueo de las conductancias de
potasio, al bloquear a los canales de potasio, la estimulacién permite que los canales
de calcio dependientes de voltaje permanezcan mas tiempo abiertos, lo cual aumenta
la depolarizacion, y por consiguiente una mayor entrada de calcio (Sugimori et al.,
1978; Reyes et al.,, 1998; Hernandez-Lépez et al., 1997). Muy probablemente el
potencial de accidn previo se origine en el cono axénico, y se deba a que el TEA actua
principalmente obstruyendo la boca del canal de potasio. Nosotros creemos que este
potencial es tan rapido que el TEA no alcanza a bloquearlo la mayor parte de las
veces. Quizas lo mas notorio de esta respuesta sea el ensanchamiento total del

disparo 129.05 £ 24.49 ms (n=7, P=0.002, prueba de t de Student).
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FIGURA 8. Efecto del Tetraetilamonio sobre las neuronas espinosas medianas del estriado de
tortuga. A) Control tomado a un potencial de mantenimiento de -80 mV, noétese un potencial de accién
caracteristico de una NEM. B) Efecto temprano del TEA (20 mM), obsérvese la presencia de disparos
rapidos y el incremento en la duracién del potencial de accién evocados por TEA. C) Efecto tardio del
TEA a la misma concentracion, apréciese el ensanchamiento del disparo por el bloqueo de la
conductancia de K* de rectificadores retardados, es muy caracteristica la aparicién de un potencial de
accién rapido seguido de un potencial tardio de calcio.

Efecto del Cesio

El cesio es un agente bloqueador no especifico para los canales de potasio que
cuando se aplica extracelularmente puede bloquear a los canales de potasio

rectificadores entrantes (Nisenbaum y Wilson, 1995), a los rectificadores retardados,



las corrientes tipo A (Bielefeldt et al., 1992) y a los canales de potasio dependientes
de ATP, en tanto que por el lado intracelular puede bloquear al canal rectificador
retardado (Hille, 2001). En general los canales rectificadores entrantes (Kig)
estabilizan el potencial de reposo cerca del equilibrio del K™ y estan involucrados en el
transporte de K™ a través de la membrana (Ashcroft, 2000)

Se sabe que los rectificadores de corriente entrante 0 anémalo, contribuyen a
fijar el potencial de membrana en reposo, ademas de oponerse a la hiperpolarizacién
excesiva (Galarraga y Bargas, 1998), ya que esta corriente aumenta al estar
hiperpolarizada la neurona y disminuye conforme se depolariza. El canal responsable
de esta corriente es el Kig, que se abre a potenciales hiperpolarizados, ademas de
depender de la concentraciéon del i6n K* extracelular (Hille, 2001). Esta conductancia
que se bloguea con cesio extracelular (Nisenbaum y Wilson, 1995; Reyes et al., 1998;
Hille 2001), es la responsable de la rectificacién en las NEM del estriado de tortuga, ya
que al ser bloqueada se pierde esta rectificacion.

Como se puede observar en la figura 9, la aplicacién del Cs™ muestra un efecto
gradual respecto al tiempo de aplicacién, mostrando un cambio significativo en la
rectificacién de la NEM al cabo de 35 minutos en presencia de Cs™ (5 mM) (n=5,
P=0.036, prueba de t de Student), donde la relacion corriente-voltaje pasas de
rectificante a lineal. Se muestra ademas el registro electrofisiologico antes y después
de la aplicacion de Cs™. Notese ademas que a valores depolarizantes no se aprecian
diferencias importantes en la curva |-V antes y después de la aplicaciéon de Cs™, el
cambio sélo se aprecia durante la aplicacion de pulsos hiperpolarizantes, afectando al

parecer, sélo a la rectificacién.
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FIGURA 9. Efecto del cesio (5 mM) sobre las neuronas espinosas medianas del estriado
de tortuga. Control tomado a un potencial de mantenimiento de -80mV. A la derecha se muestran
registros del efecto gradual del cesio (5 mM), mostrando la pérdida de la rectificacion de la NEM a 35
minutos de exposicidn al cesio (panel inferior) con respecto al control (panel superior).
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DISCUSION

En este trabajo nos enfocamos a ver, en primer término, las principales
caracteristicas del patron de disparo de las neuronas espinosas medianas en el
estriado de la tortuga. Ademas observamos que distintos tipos de conductancias de
potasio pueden alterar significativamente diferentes propiedades del patron de disparo
en este tipo de neuronas. Nuestros resultados confirman la presencia de canales de
potasio, que al ser bloqueados, producen efectos similares en las propiedades de
disparo a lo ya reportado en aves y mamiferos (Sugimori et al., 1978; Pineda et al.,
1992; Flores-Hernandez et al., 1994; Nisenbaum et al., 1994; Hernandez-Lopez et al.,
1997; Reyes et al.,, 1998; Luo y Perkel, 1999; Farries y Perkel, 2000; 2002; Ding y
Perkel, 2002; Perkel et al., 2002; Farries et al., 2005); Asimismo, los resultados de
este estudio electrofisiolégico se suman a los datos neuroanatémicos e histoquimicos
que proponen que la estructura de los ganglios basales aparece tal y como la
conocemos desde reptiles hasta los mamiferos; lo que sugiere que la evolucién de los
ganglios basales en general y de forma particular la de las neuronas espinosas del
estriado estd conservada al menos en los amniotas. Todo esto permite plantear la
hipétesis de que al menos en los amniotas, las neuronas del estriatales juegan el
mismo papel en el circuito sindptico involucrado en la regulacién de las funciones
motoras de los diferentes grupos.

Algunas de las conductancias intrinsecas de las neuronas espinosas medianas
estan involucradas en la regulacion del disparo, o en el mantenimiento del potencial
de la membrana, tal es el caso de las conductancias de potasio. En este trabajo
decidimos estudiar la forma en que el bloqueo de algunas de estas conductancias
afecta a las propiedades de disparo en estas neuronas. Los efectos de bloquear

algunas de estas conductancias son muy conocidos en mamiferos (Wilson, 2004) y



han servido para caracterizar a este tipo de neuronas en lo ganglios basales de otros
grupos, como las aves (Farries y Perkel, 2002; Farries et al., 2005). En el caso de los
reptiles alin no se cuenta con informacién que integre las acciones de bloqueadores
de potasio de los principales grupos de amniotas, es por ello que decidimos utilizar

bloqueadores inespecificos de los canales de potasio como la 4-AP, el TEA y el cesio.

El Efecto de la 4-aminopiridina

Una de las corrientes de potasio sensibles a la 4-AP, que se activa durante los
potenciales de accién, es una corriente transitoria rapida (principalmente la), que
estaciona el potencial de membrana en valores subumbrales e impide que se haga
mas positivo (Galarraga et al., 1994). En el caso de la tortuga esta conductancia
produce una rampa y un retraso de la espiga en respuesta a pulsos de corriente
despolarizante similar a lo observado en aves y mamiferos (Farries y Perkel, 2000;
Venance y Glowinski, 2003; Nisenbaum y Wilson 1995). El cambio en la latencia del
disparo por la aplicacién de 1 mM de la 4-AP nos indica la presencia de esta corriente
de potasio (Hille, 2001; Galarraga y Bargas, 1998), ya que a esa concentracion de
4-AP principalmente se bloguea la corriente transitoria la, la cual tiene dos
componentes, uno rapido y otro lento que es el que produce el retraso en el disparo
(Galarraga y Bargas, 1998; Nisembaum et al., 1994). La disminucién en la latencia del
disparo se debe a la despolarizacién que induce corrientes transitorias salientes de K*
antes de inducir las corrientes entrantes de Na* y de Ca™ propias del potencial de
accion, ya que la latencia de la neurona depende de la cinética de inactivacién de
estos canales transitorios, al bloquearlos con 4-AP se observa la perdida de latencia, y
con ello se puede explicar el retraso en la aparicion del disparo del potencial de accién

producido por la corriente la.



Los resultados obtenidos en reptiles mostraron similitud con las NEM de
mamifero y aves, ya que por una parte los trabajos realizados en aves (Farries y
Perkel, 2000; 2002; Farries et al., 2005), utilizando la preparacion de rebanadas de
cerebro de aves canoras y pollos, muestran practicamente lo observado en reptiles,
una latencia en el potencial de accion y la disminucion de esta a la aplicacién de 4-AP.
Por otra parte lo reportado para mamiferos por Nisenbaum et al., (1994) muestra
resultados similares. En ese sentido la reduccion de la latencia del potencial de accion
observada para los amniotas es relevante, ya que se ha mantenido conservada a lo
largo de la evolucién, por lo que es posible que esta corriente de potasio I asegure la
respuesta electrofisiolégica de la neurona, ya que las NEM al tener propiedades bi-
estables y mantenerse en un potencial de reposo de aproximadamente -70 mV,
necesitan una gran entrada cortical para poder responder. En ese sentido la corriente
Ia, al marcar un retardo y una rampa para el inicio del potencial de accién, nos lleva a
pensar que estas neuronas aseguran su disparo después de la estimulacién cortical y

asi poder garantizar la respuesta de la neurona sobre las neuronas del globo palido.

Ademas la corriente In producida es importante en la regulacién de la
excitabilidad celular en neuronas de vertebrados e invertebrados (Hille, 2001). Dichos
canales se activan en la depolarizacién especialmente después de un periodo de
hiperpolarizacion, regulan el disparo repetitivo de las neuronas, en algunos casos
contribuyen a la repolarizacién del potencial de accion. Se activan e inactivan
rapidamente. Son importantes en la frecuencia de modulacién de fendmenos tales
como facilitacion, potenciacién tetanica y potenciacién postetanica. En el potencial de
reposo usualmente estan inactivados y en general sirven como reguladores del

intervalo interespiga.



El efecto del TEA

La mayor parte de las conductancias de potasio son bloqueadas por el TEA
(Faber y Sah, 2000; Xu et al., 2001; Tan y Llano, 1999). Los canales de potasio
sensibles al TEA se pueden agrupar en dos categorias; cuando actia externamente;
los que son altamente sensibles (Ki < 1 mM; Hille, 1967) y los que son relativamente
insensibles (Ki > 20 mM; Armstrong y Binstock, 1965).

Canales de potasio activados por calcio los BKca ¥ SKca que tipicamente son
bloqueados selectivamente por la iberotoxina y apamina respectivamente, y que
también son bloqueados por el TEA cuando se aplica extracelularmente (Meir et al.,
1999), aunque los canales BK¢, parecen ser mas sensibles a la aplicaciéon interna de
TEA que los canales SKc,. La alta sensibilidad de los BKc¢, hacia el TEA consiste en la
presencia de un residuo aromatico en la boca del poro en este canal (MacKinnon y
Yellen, 1990; Heginbotham y MacKinnon, 1992). Sin embargo, el TEA bloquea
preferencialmente a las conductancias BK (Faber and Sah, 2003; Xu et al., 2001; Tan
and Llano, 1999). Los canales de potasio rectificadores entrantes y retardados
también son sensibles al TEA extracelular (Nicoll et al., 1990; Meir et al., 1999),

aunque lo son a concentraciones relativamente bajas (0.3-1 mM).

Los canales de potasio tipo A transitorios generalmente exhiben una baja
sensibilidad al TEA externo. Como consecuencia bajas concentraciones de TEA son
usadas rutinariamente para identificar corrientes de potasio tipo A (Ia) de otras
corrientes de potasio, tales como rectificadores retardados (Denton y Leiter, 2002). Sin
embargo, se ha visto que la corriente A es sensible al TEA en concentraciones bajas

de 1-2 mM (Thorn et al., 1991).



Concentraciones elevadas del TEA (10-20 mM) bloquean muchos tipos de
canales de potasio que son dependientes de voltaje (Kv 1.1, 1.2, 1.3, 1.6, 2.1, 2.2, 3.1,
3.2, 3.3, 3.4, (Coetzee et al.,, 1999; Ishikawa et al., 2003). EI TEA a bajas
concentraciones (2 mM) inhibe al Kv 3.1 en preparaciones de mamifero (Wang, 1998).
Los resultados obtenidos después de aplicar el TEA a las neuronas espinosas
medianas de la tortuga sugieren que este bloqueador inespecifico pudiera estar
actuando sobre un tipo de rectificador retardado que estd participando en la
generacién del potencial de accién, de manera similar a lo observado en mamiferos;
ya que a la aplicacion de 20 mM de TEA produjo el ensanchamiento del disparo. Por
otro lado, el bloqueo de las conductancias de potasio por el TEA incrementa el tiempo
que se mantiene depolarizada la membrana después de un potencial de accién, por lo
que los canales de calcio dependientes de voltaje permanecen por mas tiempo
abiertos. Esto explicaria, los potenciales de calcio evocados por TEA que se observan
en la figura8 (B y C).

Durante la aplicacién del TEA, se observaron potenciales de accién que
aparentemente son de Na*y K*, y que, sin embargo, el TEA no fue capaz de bloquear.
Una posible interpretacién es que el TEA sélo bloquea el canal cuando éste esta
abierto (Hille, 2001). Por otro lado, el ensanchamiento del disparo se debe a la
entrada de calcio y que al no haber salida de potasio, la repolarizacién es mas lenta,
ya que solo se deberia a la accién de bombas metabdlicas, como el intercambiador
Na*-K" (Hammond, 2001; Hille, 2001).

Los resultados obtenidos son similares a lo reportado en mamiferos por otros
investigadores, como Reyes et al., (1998), que aplicé TEA a concentraciones de 5y
10 mM en una preparacion de rebanadas de cerebro de rata, y donde reporta el

ensanchamiento del potencial de accién. Ademas, se observa la presencia de un



potencial Unico y rapido muy parecido a lo mostrado en la tortuga, otros investigadores
como Hernandez-Lo6pez et al., (1997), quienes al aplicar 20 mM de TEA observando el
mismo efecto, incluyendo la presencia del potencia de accién rapido previo al
potencial ensanchado de calcio. Estos trabajos que mostraron el efecto de
concentraciones altas de TEA en NEM de rata, no varian a lo reportado por Pineda et
al., (1992) quienes aplicaron concentraciones de 0.5y 1 mM de TEA y Sugimori et al.,
(1978) que aplicaron concentraciones de 1.5 mM de TEA, aunque en los trabajos de
Pineda et al. no se observa la presencia del potencial de accién rapido, esto tal vez
debido a las diferencias farmacolégica que presentan los canales de potasio, lo que
puede explicar entonces porque la aplicacion de concentraciones altas del TEA (20
mM) bloquean practicamente todas las corrientes de potasio. No obstante Ila
aplicacion de concentraciones menores no muestra diferencias relevantes. Por otra
parte, no parecen existir trabajos sobre la aplicacion de TEA en NEM de aves, pero
por los resultados obtenidos en reptiles y los resultados consultados para mamiferos
podemos aseverar que esta conductancia de potasio atribuida a una corriente de

rectificadores retardados se ha mantenido altamente conservada entre los amniotas.
El Efecto del Cesio

El cesio es un agente bloqueador no especifico para los canales de potasio que
extracelularmente puede bloquear a los canales de potasio rectificadores entrantes,
(Nisenbaum y Wilson, 1995) a los rectificadores retardados, las corrientes tipo A
(Bielefeldt et al., 1992) y a los canales de potasio dependientes de ATP en tanto que
por el lado intracelular puede bloquear al canal rectificador retardado (Hille, 2001).

En general muchos de los canales de potasio se bloquean extracelularmente
por la aplicacién de cesio (Castle et al., 1989). Sin embargo, hay algunos reportes de

que algunos tipos de canales de potasio son relativamente insensibles al cesio



(Edwards y Weston, 1994). Los canales de potasio rectificadores entrantes (Kig) son
bloqueados por cesio extracelular, pero las propiedades del bloqueo difieren entre los
diferentes tipos de canales (Bertrand, 2003).

Cuando aplicamos cesio a las NEM de la tortuga, observamos que tarda mucho
tiempo en hacer su efecto, lo que sugiere que este idn se internaliza y esta
bloqueando por el lado citoplasmico, actuando principalmente sobre algun tipo de
canales de potasio rectificadores entrantes. El principal efecto observado en las NEM
después de aplicar el Cs* fue eliminar la rectificacién caracteristica de estas células,
siendo nuestros resultados estadisticamente significativos.

Los canales de potasio bloqueados por la aplicacion de Cs* (5 mM) en la
tortuga, son tal vez los rectificadores de corriente entrante o andémalo, que se
bloguean con las mismas concentraciones de Cs* en preparaciones de mamifero
(Reyes et al., 1998), resultados similares se observan también en aves (Farries y
Perkel, 2002). Los canales rectificadores anémalos contribuyen a fijar el potencial de
membrana en reposo, ademas de oponerse a la hiperpolarizacion excesiva (Galarraga
y Bargas, 1998). Esta corriente se incrementa al estar hiperpolarizada la neurona y
disminuye conforme ésta se depolariza, el canal Kig responsable se abre sélo si se
encuentra hiperpolarizado, ademas depende de la concentracién del i6n K*
extracelular (Hille, 2001).

En los mamiferos esta conductancia (Kig) se bloquea con cesio extracelular
(Nisenbaum y Wilson, 1995; Reyes et al., 1998; Hille 2001), siendo al parecer, la
misma que produce el bloqueo de la rectificacion en las NEM del estriado de tortuga.

Los resultados obtenidos no difieren de lo reportado para amniotas, por una
parte Farries y Perkel en 2002 aplicaron Cs*™ en las NEM del estriado de ave,

obteniendo resultados muy similares a lo reportado por Reyes en 1998 en las NEM de



rata y Nisembaum y Wilson en 1995, observando en los experimentos la pérdida de la
rectificacién entrante, esto nos indica que esta conductancia iénica de potasio, al

parecer, se ha mantenido conservada a lo largo de la evolucion.

De manera general los resultados obtenidos en las NEM de la tortuga nos
muestran como diferentes corrientes de potasio pueden regular algunas propiedades
elctrofisioldgicas tanto en el reposo, como en el patron de disparo y la generacion de
potenciales de accion de estas células. Las corrientes de potasio que se muestran en

la presente Tesis son:

1.- Corriente transitoria rapida | lenta (del tipo Ip caracterizada por una tasa de
inactivacién intermedia o lenta, con una t= 250 ms): que fue bloqueada con 1 mM de
4-AP. Esta corriente mantiene el potencial de membrana en valores subumbrales o
impide que se haga mas positivo (Galarraga et al., 1994), ademas de ser la
responsable de producir una rampa y el retraso de la espiga en respuesta a pulsos de
corriente despolarizante (Farries y Perkel, 2000; Venance y Glowinski, 2003;
Nisenbaum y Wilson, 1995). Nuestros registros no mostraron el componente rapido de

esta conductancia.

2.- Corriente de rectificadores retardados: que fue blogqueada con 20 mM de
TEA (Hille, 2001; Coetze et al.,, 1999), aunque muchas de las conductancias de
potasio son bloqueadas por altas concentraciones de TEA al ser un bloqueador no
especifico de canales de potasio (Faber y Sah, 2000; Xu et al., 2001; Tan y Llano,
1999), se desenmascara entre otras, una corriente de calcio evocada por TEA

(Sugimori et al., 1978; Reyes et al., 1998; Hernandez-Lépez et al., 1997).



3.- Corriente de rectificadores entrantes Ixir: que fue bloqueada con 5 mM de
cesio, que es un bloqueador no especifico para los canales de potasio que por el lado
extracelular puede bloquear a los canales de potasio rectificadores entrantes,
(Nisenbaum y Wilson, 1995). Esta corriente es la responsable de la rectificacion en los

potenciales de accion de las NEM del estriado de tortuga.

La presencia de estas corrientes de potasio en las NEM de tortuga nos revela
su importancia en las funciones celulares, de esta manera no es dificil comprender por
qué en el cerebro de mamiferos se encuentran presentes la mayoria de los tipos de
canales de K, como sabemos se han podido identificar en la corteza cerebral, talamo,
cerebelo, hipotalamo, bulbo olfatorio, estriado, entre otras estructuras del cerebro
(Coetzee et al., 1999); aunque es poco lo que se conoce acerca de su ubicacion en la
célula, axones, somas, dendritas o terminales (Coetzee et al., 1999; Dodson y
Forsythe, 2004). Es claro entonces, que los canales de potasio son estructuras criticas
para la regulacion en el sistema nervioso y que alteraciones en estos pueden generar
cambios desde imperceptibles hasta desordenes que se manifiestan en enfermedades
tales como la ataxia episddica tipo 1, la epilepsia neonatal benigna, la distrofia
miotonica muscular, el sindrome QT largo, el sindrome de Bartter, la hipoglucemia de
la infancia y la diabetes mellitus, entre otras (Ashcroft, 2000). En ese sentido es claro
entender que por las diferentes funciones que realizan los canales de potasio
dependientes de voltaje existe una gran diversidad de éstos expresandose en las
neuronas con diferentes constantes de tiempo y con multiples dependencias de

voltaje, mismas que se han mantenido a lo largo de la evolucién.

Los resultados obtenidos mostraron mucha similitud con las NEM de mamifero
y de ave, tanto en sus propiedades electrofisiolégicas como en su funcionalidad en el

patrén de disparo. Esto nos permite sugerir que la funcion del estriado en el control de



las actividades motoras ya estaba establecida desde los primeros reptiles. Entonces,
es posible que la evolucion de la corteza de los reptiles a la neocorteza de los
mamiferos, lo que permitié el incremento en el repertorio de las conductas motoras,
trayendo como consecuencia una multiplicidad de movimientos estereotipados, lo cual
mejoré la integracién y complejidad del comportamiento motor de estos organismos;

siendo parte del éxito bioldgico de los mamiferos.

La gran similitud entre las propiedades electrofisiolégicas de las NEM de reptil,
ave 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 significa que necesariamente sea idéntica. Asi pues podemos inferir que aunque la
mayoria de los grupos de células y conexiones en los ganglios basales pueden ser
homologados en todos los tetrapodos, la manera en que los flujos de informacion
atraviesan los ganglios basales posiblemente difiere entre anfibios, reptiles, aves y

mamiferos (Striedter, 2005).

De esta forma, tomando en cuenta los resultados neuroanatomicos e
inmunocitoquimicos ademas de los resultados electrofisiolégicos de la presente Tesis,
nos permiten apoyar la idea general de que el circuito de los ganglios basales es
similar en los amniotas y por lo tanto que las diferentes conductancias presentes en la
regulacion del potencial de accién es un mecanismo de modulacién 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 evolucidén de los vertebrados y que
aunque durante este proceso la integracion de la informacion fue haciéndose mas

compleja, repercutiendo en las funciones motoras, el papel funcional de las



conductancias idnicas ya estaba establecido desde los primeros amniotas (Northcutt,
1981; Striedter, 1997; Pough et al., 1999). Tal vez el principal detonador del desarrollo
de los ganglios basales ocurrié durante la transicién del medio acuatico al medio
terrestre, es decir, en la transicion entre anfibios y reptiles (Marin et al. 1997; 1998;
Reiner et al., 1998). Una posible 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 del patrén de disparo no
cambia en la transicion evolutiva de anamniotas a amniotas, realizando estos
experimentos en los organismos filogenéticamente inferiores mas préximos, como los

anfibios.



CONCLUSIONES

*

Las corrientes de potasio estudiadas modulan el patron de disparo y
algunas propiedades electrofisiolégicas de las neuronas espinosas

medianas del estriado de tortuga.

Los resultados obtenidos muestran la presencia de corrientes transitorias
rapidas, rectificadora entrante, asi como la presencia de rectificadores
retardados en las neuronas espinosas medianas del estriado de la

tortuga.

La corriente |5 esta involucrada en la latencia del disparo para las NEM
del estriado de tortuga de forma similar a lo observado en aves y
mamiferos.

De manera general se ha mostrado la presencia de conductancias
ibnicas de potasio presentes en la regulaciéon del potencial de accién de
las neuronas espinosas medianas del estriado de tortuga, estos

resultados son muy similares a lo ya reportado en aves y mamiferos,

Todo lo anterior sugiere que las propiedades de disparo de las neuronas
estriatales y las conductancias involucradas se encuentra altamente

conservadas entre los amniotas.
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